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CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE ISOLADOS DO VÍRUS RÁBICO DOS 
ESTADOS DO RN, PB e PE 

 

MENEZES,Wanessa Basílio de. Caracterização Molecular de isolados do vírus rábico dos 
Estados do RN, PB e PB.2013. 63f. Dissertação (Mestrado em Ciência Animal: Produção e 
sanidade animal).Universidade Federal Rural do Semi-árido (UFERSA),Mossoró-RN,2013. 

 

RESUMO: A raiva é uma enfermidade de origem viral, que afeta o sistema nervoso 
central, ocasionando encefalite e praticamente 100% de letalidade uma vez iniciados os sinais 
e sintomas. Este estudo descreve a caracterização genética das cepas de vírus rábico isoladas 
de amostras de animais domésticos e silvestres nos Estados do Rio Grande do Norte, Paraíba 
e Pernambuco no período de 2001 a 20012 visando contribuir para o entendimento da 
epidemiologia molecular da raiva. Foram analisadas 85 amostras positivas pela 
imunofluorescência direta e prova biológica cedida pelo Laboratório Central de Saúde Pública 
do Rio Grande do Norte (LACEN-RN) e o Laboratório de Raiva da Universidade Federal de 
Campina Grande (UFCG-Campus Patos) e submetidas a RT-PCR direcionada ao gene da 
nucleoproteína e posterior sequenciamento. No presente estudo 67% da amostras 
apresentaram positividade na RT-PCR e 40% apresentaram sequencias viáveis. O padrão de 
agregação obtido na árvore filogenética resultou na formação dos principais grupos esperados 
de amostras do vírus da raiva, ou seja, variante antigênica 2, 3 e variante de morcego 
insetívoro e amostra fixa (CVS). O estudo e a monitoração constante dessas variantes são de 
extrema importância, pois alterações genéticas podem levar a modificações protéicas, e com 
isso ineficiência vacinal. 
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF RABIES VIRUS ISOLATES TAKEN 
FROM RN, PB AND PE STATES 

 

MENEZES,Wanessa Basílio de. Molecular caracterization of rabies virus isolates 
taken from RN, PB and PE states. 2013. 63f. Dissertação (Mestrado em Ciência Animal: 
Produção e sanidade animal). Universidade Federal Rural do Semi-árido 
(UFERSA),Mossoró-RN,2013. 

 

ABSTRACT: Rabies is a viral disease that affects the central nervous system, causing 
encephalitis and almost 100% lethality once the signs and symptoms start. This study 
describes the genetic characterization of rabies virus strains isolated in samples from domestic 
and wild animals acquired in the states of Rio Grande do Norte, Paraíba and Pernambuco in 
the period of 2001 to 2012, aiming to contribute to the understanding of the molecular 
epidemiology of rabies. Eighty five samples positive through direct immunofluorescence and 
biological test, provided by the Central Laboratory of Public Health of Rio Grande do Norte 
(LACEN-RN) and the Rabies Laboratory of the Federal University of Campina Grande 
(UFCG-Campos Patos) were analyzed, and underwent RT-PCR directed to the nucleoprotein 
gene and subsequently sequencing was performed. In this study 67% of samples were positive 
in RT-PCR and 40% presented viable sequences. The aggregation pattern obtained in the 
phylogenetic tree resulted in the formation of the main expected groups of rabies virus 
samples, i.e., antigenic variants 2, 3; insectivorous bat variant; and fixed sample (CVS).The 
study and constant monitoring of these variants are extremely important, since genetic 
changes can lead to protein modifications, and with it vaccine inefficiency. 

 

Key words: Rabies, epidemiology, viral variants, northeastern Brazil. 
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INTRODUÇÃO 
 

A raiva é uma das doenças mais antigas conhecida pelo homem, muitas vezes 

misturadas com o folclore e crenças religiosas (WASIK; MURPHY, 2012). Os primeiros 

registros encontrados datam do século XXIII a.C. na Mesopotâmia, citada no Código de 

Eshnunna. A palavra raiva deriva do latim rabere “fúria”, “delírio” e do sânscrito rabhas que 

significa” torna-se violento” e , da palavra grega lyssa, que deu origem ao  nome do gênero 

lyssavirus, ao qual o vírus da raiva é pertencente  (WUNNER, 2007). 

A raiva é uma enfermidade de origem viral, que afeta o sistema nervoso central, 

ocasionando encefalite e praticamente 100% de letalidade uma vez iniciados os sinais e 

sintomas. É um grave problema de saúde pública, pois não é somente contagiosa de animal 

para animal, mas também de animal para o homem. Por isso é considerada uma das mais 

graves zoonoses (WHO, 2005). Estima-se que as perdas anuais de bovinos por raiva sejam de 

aproximadamente 40.000 a 50.000 cabeças, que equivalem aproximadamente a 37,5 milhões 

de dólares (KOTAIT et al. 2010).  Está presente em todos os continentes, com exceção da 

Antártica e Oceania. No nordeste é a doença infecciosa mais importante, que afeta o sistema 

nervoso central de animais (RIET, 2003). 

Os Lyssavirus são frágeis e não conseguem manter-se no ambiente. A ocorrência da 

doença num determinado local depende da existência de vetores na região (TAKAOKA et al, 

2003),O vírus é transmitido través da saliva, principalmente, por mordidas, os hospedeiros 

mais importantes na transmissão da doença são os carnívoros e os quirópteros (MS, 2009) 

Apesar dos relatos de infecção humanos por aerossóis contaminados, em cavernas 

densamente povoadas por morcegos, esta via de transmissão nunca foi comprovada 

cientificamente até que DAVIS e colaboradores (2007), reproduziram a transmissão aerógena 

em laboratório. A transmissão inter humana é improvável, mas há casos recentes de 

manifestação da doença na Alemanha, Canadá e Estados Unidos após transplante de órgãos 

cujos doadores, ao que se descobriu depois, estavam infectados (VORA et. al, 2013; MAIER 

et al., 2010) 
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  Considerava-se, há alguns anos, que a raiva possuía três ciclos: urbano, rural e 

silvestre. Atualmente inclui-se outro os morcegos, chamado de ciclo aéreo. Apesar de a raiva 

estar fortemente associada aos cães, tem ocorrido um crescente aumento do número de casos 

pelos morcegos. O grande número de bovinos, que servem de alimento para esses animais, a 

disponibilidades de abrigos, cavernas, água, tem contribuído para a dispersão do virus 

(TAKAOKA et al, 2003). 

A primeira observação vinculando a raiva a morcegos hematófagos no Brasil foi feita 

por Carini em 1911, ao observar mortes nas duas margens do rio Itajaí, não sendo possível o 

tráfego de cães, relacionou os morcegos com a transmissão do vírus, o que só foi confirmado 

posteriormente. A primeira morte humana ocasionada por morcegos foi relatada 20 anos 

depois em Trinidade. Os morcegos insetívoros foram tidos como reservatório do vírus da 

raiva somente em 1953 na Flórida. Após esse fato vários casos também foram relatados sendo 

ocasionados por morcegos insetívoros na literatura (COSTA et al., 2000) 

Nos países em desenvolvimento os cães são os principais reservatórios, porém na 

América do norte e Europa devido aos intensos programas de vacinação, o vírus mantém seu 

ciclo principalmente em animais silvestres (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005). 

Na América do Sul a raiva ocorre em surtos cíclicos e é geralmente transmitida pelo morcego 

hematófago, Desmodus rotundus, considerado o de maior importância epidemiológica 

(ACHA; SZYFRES, 2003). Estudos mostram que os gêneros/espécies de morcegos não 

hematófagos com maior importância para transmissão da raiva são: Tadarida brasiliensis, 

Myotis sp., Lasiurus sp e Artibeus sp (KOTAIT et al, 2007). 

Até o presente momento não há nenhum tratamento eficaz de animais raivosos. 

Portanto qualquer animal que sabidamente apresente a doença deverá ser sacrificado. A única 

forma disponível de combate a esta doença é a preventiva, através de vacinações dos animais 

com vacinas anti-rábicas. No Brasil a campanha de vacinação em massa para cães e gatos foi 

iniciada em 1981 e desde então contribui para o controle da raiva no país. Estima-se que o 

Governo do Brasil gaste anualmente US$ 28 milhões na profilaxia e controle da raiva, apenas 

com vacinas de uso humano e veterinário para cães e gatos, imunoglobulinas, diagnóstico 

laboratorial, treinamento de recursos humanos e campanhas de vacinação animal. Neste valor 

não estão incluídas as despesas relacionadas à prevenção da raiva transmitida pelos morcegos 

hematófagos, insetívoros e herbívoros (CHILDS, REAL, 2007).  
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O Brasil, assim como em outros países da América Latina, esforça-se para reduzir a 

raiva humana através das campanhas de vacinação, mas é provável que a raiva silvestre, por 

ser mantida por diversos hospedeiros, venha emergir como um problema cada vez mais 

significativo (WADA et al,2011). As autoridades de saúde pública necessitam adequar os 

esforços da vigilância em resposta as mudanças na demografia da doença (BERNARDI et al, 

2005).O desenvolvimento das técnicas de biologia molecular aplicadas a vigilância 

epidemiológica permitem a associação das variantes circulantes de vírus da raiva com as 

espécies transmissoras. Dessa forma, diversas pesquisas estão sendo realizadas para a 

caracterização molecular e filogenética do vírus rábico, por meio do seqüenciamento total ou 

parcial do gene N e G. Assim sendo, faz-se necessário cada vez mais o estudo e 

caracterização das cepas circulantes na região para um maior entendimento da raiva, 

auxiliando na tomada de decisões em relação a sua prevenção e controle.  
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2. OBJETIVOS 
 

2.1 GERAL 
 

Caracterizar geneticamente amostras de vírus rábico isoladas de animais domésticos e 

silvestres e contribuir para o entendimento da epidemiologia molecular da raiva nos Estados 

do Rio Grande do Norte, Paraíba e Pernambuco no período de 2001 a 2012. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 
 

• Estudar a diversidade molecular das amostras de vírus da raiva provenientes de 

animais domésticos e silvestres no Estado do Rio Grande do Norte e Paraíba e 

Pernambuco. 

 

• Comparar as seqüências nucleotídicas, com base no sequenciamento parcial do gene 

codificador da nucleoproteína, obtidas entre isolados analisados neste com outras 

amostras de vírus isoladas disponíveis no GenBank, utilizando métodos de análise 

filogenética. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

 

3.1 CLASSIFICAÇÃO DO VÍRUS DA RAIVA 
 

 

O Vírus da raiva é pertencente à família Rhabdoviridae, gênero Lyssavirus e espécie 

Rabies vírus (RABV), junto com as famílias Paramyxoviridae, Filoviridae e Bornaviridae, 

constitui a ordem Monomegavirales. Possui como características, molécula única de RNA 

polaridade negativa, linear, não segmentado (WUNNER, 2002). A família Rhabdoviridae está 

subdividida em: dois sub-grupos de vírus de plantas, um grupo de vírus de peixe e três 

gêneros de vírus de mamíferos - Ephemerovirus, vírus da febre efêmera dos bovinos, 

vesiculovírus cujo protótipo é o vírus da estomatite vesicular e o Lyssavirus,  representado 

pelo vírus da raiva e aparentados ao vírus da raiva (ICTV,2013). 

O gênero Lyssavirus possui, atualmente, onze espécies distintas, e estas possuem a 

capacidades de produzir encefalites e sintomatologias semelhantes ao vírus da raiva. As 

quatro primeiras espécies coincidem com os sorotipos 1 a 4, anteriormente assim 

denominados. O RABV (genótipo 1), que é o vírus clássico da raiva, O Lagos bat virus 

(LBV/ genótipo 2), isolado de morcego frugívoro da região do Lagos na Nigéria, o  Mokola 

virus (MOKV/genótipo 3),  de mussaranhos (Crocidura sp) e humanos na Nigéria, assim 

como de felinos do Zimbabwe e Etiópia, até o presente momento, o único Lyssavirus não 

isolado de quirópteros. O Duvenhage virus (DUVV/genótipo 4), isolado de humano e 

morcegos insetívoros da África do Sul e Zimbabwe, European bat lyssavirus 1 

(EBLV1/genótipo5), de morcegos do gênero Eptesicus, European bat lyssavirus 2 

(EBLV2/genótipo 6), de morcegos do gênero Myotis, Australian batlyssavirus (ABLV/ 

genótipo 7), de morcegos frugívoros  e insetívoros (Megachiroptera/Microchiroptera). A 

partir de 2009 foram definidas pelo comitê internacional de taxonomia viral mais cinco 

genótipos virais: Aravan virus (ARAV/genótipo 8), isolada da espécie Myotis blythi na região 

do Quirguistão na Ásia Central, Khujand vírus (KHUV/genótipo 9), isolada de morcego 

Myostis mystacinus  no Tajiquistão, Irkut vírus (IRKV/genótipo 10),  isolado do morcego 

Murina leucogaster na província de Irkustk-Russia, West caucasian bat virus (VWCB/ 

genótipo 11), isolado de morcego Miniopterus schreibersii na região de Krasnodar na Rússia 

(CALISHER; ELLISON,2012; ICTV,2013) 
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Kuzmin et al (2005) e Freuling et al.(2011) propõem o Shimoni bat virus, proveniente 

de morcegos africanos Hipposideros commersoni  do leste da África  e o  Bokeloh bat 

lyssavirus,  proveniente do morcego Myotis nattererii  da Europa como novas espécies virais, 

respectivamente . 

 Os Lyssavirus são divididos em filogrupos, baseado em técnicas modernas de 

caracterização dos genes da nucleoproteína (N), fosfoproteína (P) e glicoproteína (G), além 

dos 11 genótipos classificados. O filogrupo I, inclui os genótipos 1, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 e o 

filogrupo II, os genótipos 2, 3 e 11, como observado no quadro 1. O filogrupo I, quando 

inoculado em camundongo , provoca sinais característicos de raiva, enquanto isso não ocorre 

no filogrupo II. Estudos revelaram que existe uma variação nas propriedades biológicas como 

a indução de apoptose, reconhecimento celular, em relação à patogenicidade entre os 

filogrupos e com relação à imunidade, a neutralização cruzada ocorre somente dentro do 

filogrupo, mas não entre filogrupos (BADRANE et al.,  2001). 

 

Quadro 1-Taxonomia, distribuição geográfica e potenciais vetores e reservatórios dos 
Lyssavirus. 

 

Espécies Filogrupo Nome Abreviatura 
(ICTV) 

Distribuição Potencial vetor/Reservatório 

1 I Rabies vírus RABV Mundial 
(exceção de 

algumas ilhas) 

Carnívoros (mundo) e morcegos 
(Américas) 

2 II Lagos bat 
vírus 

LBV África Morcegos frugívoros 
(Megachiroptera) 

3 II Mokola 
vírus 

MOKV África Desconhecido (isolado de 
musaranhos) 

4 I Duvenhage 
vírus 

DUVV África do Sul  Morcegos insetívoros 

5 I European 
bat 

lyssavirus 1 

EBLV-1 Europa Morcego insetívoro (Eptesicus 
serotinus) 

6 I European 
bat 

Lyssavirus 2 

EBLV-2 Europa Morcego insetívoro (Myotis sp ) 

7 I Australian 
bat 

lyssavirus 

ABLV Austrália Morcegos insetívoros e frugívoros 
(Megachiroptera/Microchiroptera) 

8 I Aravan 
vírus 

ARAV Ásia central Morcego insetívoro (isolado de 
Myotis blythi) 

9 I Khujand 
vírus 

KHUV Ásia central Morcego insetívoro (isolado de 
Myotis mystacinus) 

10 I Irkut vírus IRKV Leste da Sibéria Morcego insetívoro isolado de 
Murina leucogaster) 

11 II West 
caucasian 

WCBV Região do 
Cáucaso 

Morcego insetívoro (isoladode 
Miniopterus schreibersi) 
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bat vírus 
Proposto ? Shimoni bat 

vírus* 
SHIBV Kenya Morcego insetívoro (isolado de 

Hipposidero commersoni)  

Proposto ? Bokeloh bat 
lyssavirus* 

BBLV Europa Myotis nattereri 

ICTV = Comitê internacional de taxonomia viral (www.ictvonline.org) 
* espécie proposta (SHIBV: Kuzmin et al., 2005, BBLV: Freuling et al., 2011) 
 

 

3.2 CARACTERIZAÇÃO DAS VARIANTES 
 

A tipificação antigênica com anticorpos monoclonais, foi desenvolvida por Victor & 

Koprowski desde 1978 e, mais recentemente, é feita analisando-se a sequência nucleotídica 

do vírus através de técnica de biologia molecula. Esses dados cruzados com o da vigilância 

epidemiológica auxiliam na identificação do reservatório animal envolvido e contribuem na 

tomada de decisão para controle do foco (COSTA, 2000). 

A caracterização antigênica de variantes é realizada por meio de testes de 

imunofluorescência indireta com a utilização de anticorpos monoclonais (AcMs) contra a 

nucleoproteína viral. A multiplicação do vírus é feita através no sistema nervoso dos 

camundongos ou em cultivos celulares, submetidos à reação frente a painéis de AcMs, 

fornecidos pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) de Atlanta, EUA (DIAZ et 

al., 1994).  

O painel estabelecido pelo CDC em conjunto com a Organização Pan-Americana de 

Saúde permitiu um maior conhecimento a respeito das variantes rábicas circulantes no Brasil. 

O painel é constituído de oito AcMs, define 12 perfis antigênicos e destes, 5 já identificados 

no país, duas relacionadas a cães e três a morcegos. São elas as variantes: 2, encontrada 

principalmente em cães, 3 de morcegos Desmodus rotundus, 4 de morcego insetívoro 

Tadarida brasilienses, 5 de cachorro do mato Cerdocyon thous e a 6 de morcego insetívoro 

Lasiuru cinereus. Algumas amostras não foram compatíveis com esse painel (FAVORETTO 

et al., 2002, SOUZA,2009). No Estado do Ceará- Brasil, foi relatada uma nova variante, não 

compatível com os AcMs existentes, a fonte de exposição está associada ao Callithrix 

jacchus, vulgarmente conhecido como sagui do tufo branco (MORAIS et al., 2000; 

FAVORETTO et al., 2001).   

http://www.ictvonline.org/
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Entretanto, além do fato de não reconhecer todas as variantes virais, a técnica de 

AcMs gera resultados difíceis de interpretar em amostras intimamente relacionadas 

antigenicamente. As técnicas de sequenciamento genético superam essas limitações. 

 

3.3 GENOMA DO VÍRUS 
 

Os lyssavirus, como outros rabdovirus, consistem essencialmente de RNA (2% a 3%), 

proteínas (65% a 75%), lipídios (15% a 25%) e carboidratos (3%). O vírus da raiva apresenta 

morfologia semelhante a uma projétil de arma de fogo, seu comprimento médio é de cerca de 

130-180 nm e 70-80 nm de diâmetro. As espículas do envelope, glicoproteínas, possuem 9 

nm. Conforme representado na Figura 1, o genoma do vírus da raiva possui tamanho 

aproximado de 12 Kb e massa molecular de 4,6 x 106  kDa, codifica cinco proteínas 

diferentes, na seguinte ordem: a nucleoproteína (N), a fosfoproteina (P, NS ou M1), a proteína 

da matriz (M ou M2), a glicoproteína (G) e a proteína L (um RNA polimerase) (figura 1). O 

gene possui ainda duas regiões não codificantes, uma situada entre os genes que codificam M 

e G e outra entre os genes que codificam G e L, esta última chamada psi (ψ). Sugere-se que 

representa um pseudogene, já que apresenta os sinais de início e parada de transcrição viral, 

porém até o momento não foi realizado nenhum isolamento protéico proveniente dessa região 

(FAUQUET  et al., 2004) 

A partícula viral é composta por duas partes, o ribonucleocapsídeo e o envelope. O 

ribonucleocapsídeo um cilindro denso composto por uma fita simples de RNA genômico não 

segmentado senso negativo, associado a três proteínas: a nucleoproteína (N), associada ao 

RNA viral, é a mais conservada em termos de similaridade de sequências de aminoácidos 

dentro dos genótipos, uma importante razão para sua maior conservação está ligada a sua 

função chave para replicação viral, a proteína P (NS ou M1), é uma fosfoproteína, interage 

com as proteínas N e L participa do processo de encapsidação e transporte axonal e a proteína 

L, que é uma RNA polimerase, é a maior proteína do vírus, com 2.114 aminoácidos (aa) e 

peso molecular de 244,2 kDa, responsável pelas atividades enzimáticas necessárias a 

transcrição e replicação do RNA viral. (WUNNER, 2002, 2007). 

 

O envelope é constituído por uma bicamada lipídica associada a duas proteínas: A 

proteínas de Matriz (M ou M2), importante no brotamento e na fase de maturação viral e a 
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glicoproteína (G), uma proteína transmembrana que forma espículas que se projetam na 

superfície viral. É responsável pela indução dos anticorpos neutralizantes, sendo alvo destes e 

dos linfócitos T helper e citotóxicos, pela fixação da partícula viral nos receptores celulares, 

participando da endocitose do vírus e da fusão da membrana viral com a vesícula endossomal. 

(WUNNER, 2007). 

 

A RNA polimerase viral não possui atividade corretiva de inserção dos nucleotídeos, o 

que promove certa heterogeneidade nas sequências do vírus da raiva, além disso, outros 

fatores estão envolvidos: a duração da infecção, a via de transporte, carga viral, a resposta 

imune do hospedeiro e a interação com proteínas virais. A heterogeneidade na estrutura 

populacional dentro de indivíduos isolados, muitas vezes é referida como quasiespécies. Os 

diferentes genomas ocasionados pela distribuição randômica das mutações aumentam 

rapidamente com os sucessivos ciclos de infecção em outros hospedeiros. Como resultado 

desta alta instabilidade genômica, populações de quasiespécies virais podem apresentar 

mutações específicas que podem caracterizá-los como fenótipos distintos com relações 

específicas como determinado hospedeiro (KISSI et al., 1999). 

 

           
Fonte: CARTES; SAUNDERS (2007, p.177) 

Figura 1. Rhabdovirus e organização do genoma. O genoma tem uma sequência líder e os 
genes para as cinco proteínas estruturais. Os genes G(glicoproteína), M (proteína da matriz), 
N (nucleoproteína), L (RNA polimerase), P (fosfoproteína) são separados por curtas 
sequências intergênicas.  
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3.4 SENSIBILIDADE DO VÍRUS DA RAIVA 
 

 

O vírus da raiva é sensível a radiação ultravioleta, aos solventes de lipídeos (sabão, 

detergente éter, clorofórmio e acetona), etanol a 45-70%, preparados iodados, formol, 

compostos de amônia quaternária, ácidos com pH < 3 e bases com pH > 11. São resistentes à 

dessecação, assim como a congelamentos e descongelamentos sucessivos, relativa 

estabilidade a um pH entre 5-10. O vírus é rapidamente inativado a temperaturas elevadas 

sendo inativado a 60 °C em 35 segundos; a 4 °C, se mantém infectivo por dias; a -70 °C ou 

liofilizado (4 °C), se mantém durante anos (COSTA, 2000.  ). 

 

 

3.5 ASPECTOS EPIDEMIOLOGIOLÓGICOS 
 

A raiva está presente em todos os continentes, a exceção Oceania e Antártica. Alguns 

países como: Japão, Taiwan e algumas ilhas do Pacífico, Hawaí, Reino Unido, algumas ilhas 

das Antilhas e do Atlântico obtiveram sucesso na erradicação da doença (TAKAOKA et al, 

2003), a alta capacidade de adaptação do vírus, com o qual adota reservatórios de diferentes 

espécies, favorece essa ampla distribuição geográfica (BATISTA; FRANCO; ROEHE, 2007). 

O vírus da raiva é mantido em ciclos epidemiológicos que são divididos didaticamente em 

urbano, rural e silvestre, atualmente inclui-se o chamado ciclo aéreo que diz respeito aos 

morcegos hematófagos ou não (TAKAOKA et al,2003). 

O ciclo urbano tem como principal hospedeiro o cão, sendo primariamente mantido na 

população canina, embora outros animais domésticos sejam infectados, como os gatos. . Com 

as intensas campanhas de vacinação anti-rábicas e socioeducativas para a posse responsável 

de animais de companhia, tem-se conseguido controlar e até mesmo erradicar a raiva urbana 

em algumas cidades (WUNNER; BRIGGS, 2010). Atualmente os casos de raiva ocasionada 

por cães estão concentrados principalmente nas Regiões Norte e Nordeste (figura 2). No 

Maranhão foram diagnosticados dois casos em cada ano respectivamente 2009, 2011 e 2012 

(MS 2010; BRASIL, 2012), No Ceará foi notificado um caso em 2010 e outro em 2013 

(AGUIAR, 2011; NUNES; ANSELMO; SILVA, 2012).  
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Fonte: SVS/MS, 2012 

Figura 2: Raiva humana por espécie agressora, Brasil, 2006 a 2012 

 

 

No Brasil a situação epidemiológica da raiva é heterogênea e, historicamente, as 

regiões Norte e Nordeste são responsáveis por cerca de 80% dos casos registrados no Brasil. 

De acordo com Miranda, Silva e Moreira (2003), as áreas de maior ocorrência de surto estão 

relacionadas com o menor desenvolvimento socioeconômico da região, sendo necessária a 

utilização de estratégias e elaboração de programas de erradicação da raiva de acordo com as 

peculiaridades regionais. 

 

O ciclo rural tem como reservatório o morcego hematófago (D. rotundus), 

transmitindo-o para diferentes espécies de animais domésticos, como: bovídeos (bois e 

búfalos) equídeos (cavalos, mulas, asnos), caprinos, ovinos e suínos.  (FERNANDES, 2001). 

A raiva nos herbívoros ocasiona diversos prejuízos econômicos, de forma direta estimam-se 

que cerca de U$ 25 milhões de dólares sejam gastos a cada ano, com morte de 40.000 a 

50.000 bovinos, as perdas indiretas como qualidade do couro reduzida, perda de peso, queda 

na produção de leite é estimada em U$ 37,5 milhões de dólares (KOTAIT et al.,2010). 

 



25 
 

 
Fonte: SVS/ MS,2012 

Figura 3. Notificação de raiva animal no Brasil, 1986 a 2012. 

 

 

Apesar do aumento dos casos de raiva humana transmitida por quirópteros em países 

da América Latina, os carnívoros até 2004 foram os maiores transmissores da raiva no Brasil 

(figura 2) e no mundo. Na figura 3 tem-se a distribuição da raiva humana no Brasil de acordo 

com o ciclo da espécie agressora entre 1986 e 2012. De acordo com dados fornecidos pela 

Organização Mundial de saúde (OMS, 2012), estima-se que 55.000 a 70.000 óbitos humanos 

ocorram no mundo todo, principalmente em países da Ásia e África, onde se concentram 95% 

das mortes pela doença, e em menor escala, na América Latina. A cada 15 minutos uma 

pessoa é infectada pelo vírus da raiva, e cerca de 40% são crianças com idade inferior a 15 

anos (RUPPRECHT et al., 2002). 
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Fonte: SVS/MS, 2012 

 
Figura 4. Raiva humana no Brasil de acordo com o ciclo de transmissão, 1986 a 2012. 

 

 

O ciclo silvestre terrestre é o de maior prevalência nos países desenvolvidos, em 

especial nas regiões em que a raiva urbana está sob controle. O vírus pode utilizar como 

reservatórios naturais diferentes espécies, as quais podem variar em função da fauna da região 

geográfica. Assim na Europa é a raposa vermelha (Vulpes vulpes); na américa do Norte, além 

da raposa, gambás (Mephitis mephitis) e guaxinis (Procyon sp.). O principal reservatório do 

ciclo silvestre da raiva no nordeste do Brasil é o cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e a 

raposa do campo (Pseudalopex vetulus) (CARNIELI et al., 2006). No Brasil foi registrado no 

ano de 2000 cerca de 60 casos de raiva, dos quais 22 decorrentes de raposas (OPAS, 2001). 

Existem registros em todos os estados da região Nordeste como no Ceará (BARROS; 

FREITAS; SOUSA, 1989), Paraíba (OLIVEIRA et al, 2001), Pernambuco e Bahia 

(ARAÚJO, 2002). 

 

Nos Estados do Ceará e Piauí já foram relatados alguns casos humanos ocasionados 

pelo sagui de tufo branco (Callithrix jacchus). No Ceará entre o período de 1990 a 2010 onze 

casos de raiva humana foram registrados. Ainda nesse período foram relatados 35 casos de 

raiva em saguis (C. jacchus) (AGUIAR, 2011). O caso mais recente ocorrido no Estado foi de 
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um garoto do município de Jati-Ce em 2012. No Piauí, no município de Teresina, um caso foi 

registrado em Abril de 2013 (IBAMA, 2013). 

 

O ciclo silvestre aéreo da raiva ocorre entre as diferentes espécies de morcegos, 

hematófagos ou não, e apresenta grande importância na manutenção e circulação do vírus. Por 

serem os únicos mamíferos que voam, os morcegos têm a capacidade de transpor grandes 

barreiras geográficas (WADA et al., 2004). No Brasil são encontrados 64 gêneros e 167 

espécies dentre mais 1.100 conhecidas mundialmente, três apresentam o hábito alimentar 

hematófago e as demais frugívoro, nectarívoro, piscívoros e carnívoros, sendo as espécies 

insetívoras predominantes no nosso meio e responsáveis pela maioria dos casos de raiva 

encontrada em morcegos (REIS et al., 2007).  

 

O primeiro caso de raiva em morcegos não-hematófagos foi relatado na Flórida (EUA) 

em 1953, quando uma criança foi atacada. Inúmeros casos ocasionados por morcegos não 

hematófagos já foram descritos em todo o mundo, na América do Norte os principais 

gêneros/espécies envolvidos são: o Lasionycteris noctivagans e Pipistrelus subflavus. Na 

América do sul, em pesquisas realizadas no Chile, Argentina e Brasil os principais gêneros/ 

espécies de importância epidemiológica são: Tadarida brasilienses, Myotis sp., Lasiurus sp., 

Artibeus sp e Molossus sp.(RUPPRECHT, 2002; KOTAIT,2007).  

 

A maioria dos casos humanos de raiva transmitida por morcegos insetívoros não 

possuem histórico de agressão ou exposição. O risco em adquirir raiva a partir da mordedura 

desses animais é ignorado pela maior parte da população, pois os ferimentos causados são 

minúsculos e devido aos seus hábitos característicos, as circunstâncias de exposições são 

atípicas (KOTAIT, 2007). Em 2011, Silva e colaboradores realizaram o primeiro isolamento 

do vírus rábico em morcegos insetívoros no Estado de Pernambuco. 

 

Em algumas regiões da América Latina é comum o ataque de morcegos hematófagos, 

porém a ocorrência de raiva humana transmitida por eles é baixa. No ano de 1986, na região 

nordeste, Estado de Alagoas, município de Boca da Mata foi relatado dois casos de raiva 

humana transmitida por morcegos hematófagos. Entre os anos 1990-1992, cinco óbitos foram 

registrados na Bahia nos municípios de Conde e Aporá. Nos anos de 2004 a 2005 foi relatada 

a ocorrência de três surtos na região norte, no Estado do Pará. No primeiro surto foram 
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relatados 15 óbitos com confirmação laboratorial de 10, no município de Portel, no segundo 

seis óbitos, com confirmação laboratorial de dois deles, pertencentes ao município de Viseu e 

o último no município de Augusto Corrêa onde ocorreram 15 óbitos e 10 com confirmação 

laboratorial. Em Pernambuco, no ano 2008 ocorreu um caso humano de cura. Foi o terceiro 

caso de cura da raiva no mundo (GONÇALVES et al, 2002, WADA et al, 2004;WADA et 

al.,2011). 

 

Diversos fatores vêm contribuindo com o aumento dos casos de raiva silvestre no país 

tais como: implementação de vigilância passiva principalmente de morcegos em áreas 

urbanas, disponibilidade de abrigos, aumento na oferta de alimentos, representado pelo 

significativo crescimento dos rebanhos, mudanças climáticas e ambientais, o hábito de criar 

animais selvagens como estimação, prática que mesmo proibida por lei é observadas com 

frequência nos centros urbanos, dentre os mamíferos os sagüis e raposas são os exemplares 

mais cobiçados (FAVORETTO, 2001, MORAIS, 2003, GOMES et al. 2004).  

 

 

 
3.6 TRANSMISSÃO 
 

 

O vírus da raiva é mantido em populações de reservatório e transmitido a outras 

espécies, incluindo os seres humanos, em sua maioria através da penetração do vírus contido 

na saliva do animal infectado, principalmente por mordedura e, mais raramente arranhadura e 

lambedura de mucosas.  A transmissão aerógena tem sido levantada como via alternativa para 

a exposição ao vírus da raiva, existem relatos desse tipo de transmissão em cavernas com 

grandes populações de morcegos bem como em acidentes laboratoriais de produção e vacina 

(DAVIS; RUDD; BOWEN, 2007). 

 A transmissão inter humana é rara, porém o contágio pelas vias transplacentárias, 

iatrogências e através de transplantes de órgãos e saliva já foram descritos. Na literatura há o 

relato de oito casos de transmissão da raiva através de transplante de córnea. Nos Estados 

Unidos, em 2004 foram registrados quatro casos de raiva humana decorrentes de transplantes 

de órgãos (fígado, rins e artéria ilíaca). Em 2005 na Alemanha foram relatados três indivíduos 

submetido a transplantes de pulmão, rim e pâncreas (MS, 2009; RUPPRECHT et al,2002, 

COSTA et al, 2000).   
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A transmissão da raiva por via oral têm sido objeto de estudo. De acordo Shirakawa 

(2003), os gatos domésticos (Felis catus) são resistentes a essa forma de transmissão. No 

experimento realizado, ofertaram-se a gatos domésticos cérebros de camundongos 

previamente inoculados, e ao submeter o material as técnicas de IFD e inoculação de 

camundongos os resultados obtidos foram negativos, porém apresentaram positividade na 

técnica de RT-PCR. Em experimento conduzido por Acha e Szyfres (2003) foi observada a 

infecção de animais por via digestiva, ao alimentar ratas com lactentes inoculados com o 

vírus.  

 

No Brasil existem dois relatos de raiva ocasionados por zoofilia, onde ocorre a 

penetração do vírus pela pele e mucosa da região genital, um no Estado do Espírito Santo e 

outro no município de São Paulo (KOTAIT, 2009). 

 

3.7 PATOGENIA 
 

O mecanismo de patogenicidade do vírus rábico é semelhante em todas as espécies 

mamíferas.  A maioria das infecções é ocasionada por ferimentos como mordedura e 

arranhadura e a deposição de saliva infectada com o vírus rábico é a principal porta de entrada 

do vírus no organismo hospedeiro (WUNNER, 2007). 

Após a inoculação do vírus é provável que ocorra uma primeira replicação nas células 

musculares ou nas células do tecido subendotelial (em algumas variantes de morcegos), este 

período de replicação extra neural é responsável pelo período de incubação relativamente 

longo e variável da raiva, no homem, normalmente dura entre 20 e 90 dias, em alguns casos, 

podem durar mais 360 dias. A infecção das fibras musculares é uma fase patogênica crítica 

para o acesso do vírus ao sistema nervoso periférico (JACKSON, 2009). Contudo, 

ocasionalmente pode ocorrer a entrada direta do vírus no SNC, sem replicação prévia no 

músculo (SHANKAR et al.,1991).  

 

O vírus da raiva se liga a receptores nicotínicos de acetilcolina na junção 

neuromuscular, através da glicoproteína. É conduzido via terminações nervosas motoras, aos 

nervos periféricos. O vírus se desloca seguindo um trajeto centrípeto para o sistema nervoso 

central (SNC), por meio do transporte axonal retrógrado rápido a uma taxa de 12 -100 mm por 

dia, na dependência da concentração de vírus e cepa viral.  Após a introdução do vírus ocorre 

o desencadeamento de eventos ao nível celular tais como: adsorção, penetração, 
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desnudamento, transcrição, tradução, replicação, montagem e brotamento virais 

(RUPPRECHT, 2002). 

 

Uma vez alcançado o SNC, o vírus atinge diferentes porções do cérebro, os sinais 

clínicos tais como ataxia e depressão, são consequências do efeito direto do vírus na função 

das células neurais, a infecção do sistema límbico, promove alterações no comportamento. O 

vírus dissemina-se, e segue em direção centrífuga, para todos os tecidos não neuronais do 

hospedeiro. Antígenos virais já foram detectados em células da epiderme, folículos pilosos, 

retina, córnea, glândulas lacrimais, glândulas salivares, pulmões, músculo cardíaco, mucosa 

gástrica e intestinal, pâncreas, parênquima renal, glândulas adrenais, bexiga, uretra. Nas 

glândulas salivares, o vírus pode se replicar nos ácinos e ser eliminado junto com a saliva 

pelos ductos.  A eliminação do vírus pela saliva juntamente com a infecção do sistema 

límbico, são fatores fundamentais para a transmissão da raiva na natureza (GERMANO. 

1994). 

 

3.8 SINAIS CLÍNICOS 
 

 A apresentação clínica da raiva é bastante diversa e varia conforme as espécies 

animais acometidas. Podendo se apresentar como raiva furiosa ou paralítica de acordo com as 

lesões no SNC (BATISTA, FRANCO e ROEHE,2007). 

Em eqüinos a clínica é muito variável, tanto a forma paralítica quanto a furiosa. Os 

sinais clínicos podem incluir posturas anormais, relinchos frequentes, agressividade, 

mordidas, cólicas, claudicação de membros, seguindo por decúbito, ataxia, cegueira aparente, 

fraqueza (RADOSTITS, 2002, PIMENTEL et al.2009).  

Nos cães observa-se agressividade, presença de latido bitonal, hidrofobia e sialorréia, 

devido à paralisia do nervo faríngeo-recorrente, deambulação, sensibilidade a estímulos 

luminosos, sonoros e aéreos, paralisia, febre, constipação, tenesmo, parafimose em machos. A 

morte ocorre por paralisia respiratória e do diafragma (BATISTA, FRANCO e 

ROEHE,2007). 

Nos bovinos os sinais mais comuns são: isolamento do rebanho, apatia, anorexia, 

decúbito esternal, paralisia dos membros pélvicos evoluindo para os torácicos, salivação, 

paralisia de cauda, movimentos de pedalagem, aumento da sensibilidade, ataxia, 
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hiperexcitabilidade (ACHA; SZYFRES, 2003, GALIZA et al. 2010 ). Em caprinos os sinais 

clínicos são variados, mas o animal pode apresentar paralisia, andar cambaleante e 

sialorréira(GUEDES et al.2007). 

A raiva em suínos é pouco diagnosticada no Brasil, entre os anos de 1991 e 2005 

apenas duas amostras foram confirmadas no Estado de São Paulo (COSTA et al. 2006). 

Pessoa et al (2010) relatou a ocorrência de dois casos de raiva no município de Patos-PB em 

2009. Dentre os sinais mais observados falta de coordenação motora seguida de decúbito 

lateral e paralisia total, contrações involuntárias das narinas, movimentos mandibulares 

rápidos, salivação profusa, convulsões clônicas (RADOSTITS, 2000). 

A sintomatologia da raiva em morcegos hematófagos caracteriza-se principalmente 

por atividade alimentar diurna, hiperexcitabilidade a luz, agressividade, falta de coordenação 

dos movimentos, paralisia, tremores. De acordo com Kimura (2006) deve-se suspeitar de 

raiva sempre que são encontrados morcegos com comportamento anômalo e fora de seu 

ambiente, independente de serem hematófagos. 

Ações do sistema de vigilância da raiva incluem: i) monitoramento da ocorrência de 

raiva nos animais domésticos e silvestres; ii) análise, em laboratórios de referência, de 

amostras de encéfalo de cães mortos ou eutanasiados (0,2% da população canina) com 

sintomatologia neurológica. Quanto ao controle, as metas são: i) vacinação em massa de pelo 

menos 80% da população de cães e gatos; ii) nas agressões a humanos, exige-se observação 

clínica de cães e gatos até 10 dias após o ataque; iii) profilaxia humana pós-exposição ao 

ataque; iv) em caso de suspeita de caso de raiva em cão ou gato, realizar vacinação de 

emergência de todos os cães e gatos não vacinados dentro de uma área de bloqueio de 5 km 

(MS, 2009). 

 

3.9 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 
 

O diagnóstico laboratorial da raiva é de fundamental importância para a adoção de 

medidas profiláticas e para o controle da doença nas populações de animais domésticos das 

áreas com circulação viral (MS, 2009). 

Para a realização do diagnóstico específico para a raiva, a Organização Mundial de 

Saúde (OMS) recomenda a técnica de imunofluorescência direta (IFD) descrita por Dean et 
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al.,(1996) e a prova biológica (PB) por Koprowsky (1996) que devem ser utilizadas 

simultaneamente para detecção de antígenos virais e isolamento viral. Os materiais de eleição 

são fragmentos do córtex, hipocampo, cerebelo e tronco cerebral e medula em equídeos 

(WHO, 1996). 

Em 1958, a técnica de imunofluorescência começou a ser utilizada para diagnóstico de 

raiva. É amplamente utilizada devido a sua alta sensibilidade e especificidade, é uma técnica 

rápida e de custo baixo. O teste de IFD apresenta resultados confiáveis em poucas horas, 

quando realizados em amostras frescas, em 95-99% dos casos. Consiste em uma reação 

imunológica, que detecta o vírus em esfregaços do tecido com anticorpos específicos 

conjugado a uma substância fluorescente. Os antígenos que reagirem com os anticorpos 

marcados emitem coloração esverdeada brilhante que é visualizada com a utilização de um 

microscópio de campo escuro e luz ultravioleta (BATISTA; FRANCO; ROEHE, 2007). 

 

A prova biológica detecta a infecciosidade da amostra, por meio da inoculação da 

suspensão de material suspeito via intracerebral de camundongos albinos suíços recém-

nascido 2 a 5 dias ou camundongos adultos de 3 a 4 semanas, numa tentativa de reprodução 

da doença. Os animais devem ser observados diariamente por pelo menos 21 dias na busca de 

sinais clínicos da raiva, todo camundongo morto é examinado por meio de IFD. Este teste 

representa a técnica “Padrão ouro” para a raiva e confirma os resultados da IFD (PEIXOTO et 

al.,2000; KOPROWSKY,1996). 

Outras técnicas de diagnóstico são: técnicas histológicas para pesquisa de corpúsculos 

de Negri; detecção de genoma viral através da transcrição reversa, seguida de amplificação 

pela reação de cadeia da polimerase (PCR) ou suas variações. A técnica de RT-PCR apesar de 

não ser recomendada pela organização mundial de Saúde como técnica de diagnóstico, nos 

últimos anos tem sido bastante utilizada em pesquisas para identificar a fonte de infecção e 

estudos genéticos (ITO et al.2001,2003a).  Diversos pesquisadores têm sugerido a RT-PCR 

como técnica complementar as outras técnicas utilizadas devido a sua alta sensibilidade 

(ROMIJN et al., 2003; DANTA JUNIOR et al, 2004 ; KIMURA et al,2006). Por exemplo, ela 

foi aplicada para confirmar o diagnóstico a partir de uma amostra colhida na exumação do 

cadáver um mês após a morte da paciente. (OLIVEIRA et al, 2006) 
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3.10 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR 
 

 

Diversos estudos estão sendo realizados para a caracterização molecular e filogenética 

do vírus rábico, através do seqüenciamento total ou parcial dos genes que codificam a 

nucleoproteína (N) e a glicoproteína (G) (FAHL et al,2009; GARCIA et al, 2009) e um 

número limitado utilizando a fosfoproteína (M1 ou NS) e a proteína matriz (M ou M2). A 

proteína N tem sido adotada com maior frequência, por ser o mesmo marcador utilizado na 

caracterização antigênica, o que permite a comparação de resultados entre as duas estratégias 

de tipificação viral. Além disso, é um gene conservado, mas que apresenta polimorfismo 

suficiente para predizer relações evolutivas entre isolados (WUNNER, 2007). 

Estudos de epidemiologia molecular demonstram que linhagens genéticas derivadas da 

mesma espécie de hospedeiro apresentam dispersão espacial e são encontradas principalmente 

em uma área geográfica específica (KISSI et al., 1999), embora barreiras geográficas possam 

não atuar de maneira absoluta no caso de vírus originários de morcegos (VIEIRA et al., 2013 . 

Assim, o estabelecimento de linhagens genéticas do vírus da raiva e o estudo das relações 

espacial e temporal entre elas ajudam a compreender a dinâmica de uma epidemia (REAL et 

al., 2005).  

Em 2006 no Piauí confirmou-se a variante viral 3 (D. rotundus) num cão. 

Demonstrando a importância no monitoramento dos ciclos epidemiológicos (CARVALHO, 

2006). Analisando-se isolados de diferentes espécies animais no sudeste do Brasil, de 

1993 a 2007, foi observada uma alteração no perfil epidemiológico por demonstrar 

dois ciclos epidemiológicos distintos, originados por variantes originárias de cão e de 

morcegos, mantidos por diferentes espécies animais na região (QUEIROZ, et al., 

2012). Estudos realizados no nordeste para caracterização das variantes rábicas de canídeos 

selvagens confirmaram diferenças regionais (CARNIELI et al., 2006). De acordo com Gomes 

et al.(2004), no Estado da Paraíba foram encontradas variantes relacionada a raposa, 

morcegos insetívoros e hematófagos distintas de amostras do Brasil. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

4.1 AMOSTRAS 
 

Para a execução deste trabalho, 85 amostras positivas para raiva foram submetidas a 

RT-PCR direcionadas ao gene N para posterior sequenciamento do DNA, originárias do 

Laboratório Central de Saúde Pública do Rio Grande do Norte (LACEN-RN) e do 

Laboratório de Raiva da Universidade Federal de Campina Grande- UFCG- campus Patos no 

período de 2001 a 2012.  

As amostras isoladas foram provenientes de diferentes espécies animais, sendo que os 

bovinos constituíram maior grupo e com menores frequência quiróptera, ovina, equina, 

canina, raposa, descritas no Quadro 2. Para o exame foram utilizados os isolados do sistema 

nervoso central de camundongos que apresentaram diagnóstico confirmado para raiva pelas 

técnicas de IFD (DEAN et al., 1996) e a Prova biológica que seguiu a metodologia descrita 

por Koprowski (1996), sendo provenientes de mesorregiões dos Estados do RN, PB e PE, de 

acordo com os mapas a seguir (figura 5). 

 

 
 

Fonte: Menezes, 2013 
 

Figura 5. Mapa do Brasil e da região nordeste e em destaque os Estados do RN, PB e PE. 
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Quadro 2. Amostras do SNC utilizadas, com suas respectivas passagens em camundongos, 
animais hospedeiros, ano de coleta e origem geográfica. 

 
N° de 

registro 
Hospedeiro 
de origem 

Passagem 
original 

Ano Origem geográfica 

PN 266-09 Bovino 2° 2009 São José de 
campestre-RN 

752.10 Mnh 1° 2010 Pau dos Ferros-RN 
754.10 Mnh 2° 2010 Pau dos Ferros-RN 
058.11 Raposa 2° 2011 Cruzeta-RN 
064.11 Bovino 2° 2011 Felipe Guerra-RN 
081.11 Mnh 2° 2011 Caicó-RN 
147.11 Bovino 2° 2011 Mossoró-RN 
166.11 Mnh 2° 2011 Caicó-RN 
187.11 Bovino 2° 2011 Mossoró-RN 
219.11 Bovina 1° 2011 Mossoró-RN 
268.11 Mnh 1° 2011 Mossoró-RN 
381.11 Mnh 2° 2011 Pau dos Ferros-RN 
052.12 Mnh 2° 2012 Mossoró-RN 
063.12 Mnh 2° 2012 Caicó-RN 
072.12 Bovino 1° 2012 Sitio Novo-RN 
095.12 mnh  1° 2012 Caicó-RN 
B33G Bovino 1° 2010 Belo Jardim-PE 

PN 83-01 Cão 1° 2001 Bananeiras-PB 
PN148-02 Bovino 1° 2002 Patos-PB 
PN 150-02 Bovino 1° 2002 São José do Bonfim-

PB 
PN 228-02 Bovino 1° 2002 Santa Luzia-PB 
PN 263-02 Bovino 1° 2002 Pombal-PB 
PN 03-03 Eqüino Original 2003 Patos-PB 
PN 38-03 Bovino 1° 2003 Patos-PB 
PN44-03 Ovino 1° 2003 São Mamede-PB 
PN 73.03 Bovino 1° 2003 São Mamede-PB 
95-03-A Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB 
95-03-B Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB 

PN 103-03 Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB 
PN 109-03 Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB 
PN 131-03 Bovino 1° 2003 Várzea-PB 
PN 135-03 Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB 
PN 146-03 Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB 
PN 156-03 Bovino 1° 2003 João Pessoa-PB 
PN 166-03 Bovino 1° 2003 Patos-PB 
PN 173-03 Caprino 1° 2003 Curral Velho-PB 
PN 33-07 Asinino 1° 2007 Patos-PB 
PN 126-07 Bovino 1° 2007 Patos-PB 
PN 137-07 Bovino 1° 2007 Patos-PB 
PN 147-07 Bovino 1° 2007 Patos-PB 
PN 230-07 Bovino 1° 2007 São José do Bonfim-

PB 
PN 237-07 Bovino 1° 2007 São José do Bonfim-

PB 
PN 338-07 Caprino 1° 2007 Água Branca-PB 
PN 145-08 Bovino 1° 2008 Patos-PB 
PN 269-08 Bovino 1° 2008 Patos-PB 
PN 118-09 Bovino 1° 2009 Patos-PB 
PN 266-09 Bovino 1° 2009 São José de 

campestre-RN 
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PN 293-10 Bovino 1° 2010 Olivedos-PB 
PN 16-11 Ovino 1° 2011 Prata-PB 
PN 17-11 Caprino 1° 2001 Prata-PB 
PN 390-11 Equino original 2011 Patos-PB 
PN 401-11 Bovino 1° 2011 Patos-PB 
G 324-08 Bovino 1° 2008 Venturosa –PE 
G 469-08 Bovino 1° 2008 Pedra-PE 
G 523-08 Bovino 1° 2008 Venturosa –PE 
G 542-08 Bovino 1° 2008 Garanhuns-PE 
G 553-08 Bovino 1° 2008 Venturosa –PE 
G 575-08 Bovino 1° 2008 Paranatama –PE 
G 624-08 Bovino 1° 2008 Venturosa –PE 
G 698-08 Bovino 1° 2008 Belo Jardim –PE 
G 58-09 Equino 1° 2009 São João – PE 
G 75-09 Bovino 1° 2009 Belo Jardim PE 

G 209-09 Bovino 1° 2009 Lajedo –PE 
G 282-09 Bovino 1° 2009 Garanhuns-PE 
G 607-09 Bovino 1° 2009 Canhotinho – PE 
G 617-09 Bovino 1° 2009 Canhotinho – PE 
G 670-09 Bovino 1° 2009 Correntes –PE 
G 13-10 Bovino 1° 2010 Palmeirina –PE 
G 14-10 Bovino 1° 2010 Palmeirinha –PE 
G 83-10 Bovino 1° 2010 Canhotinho –PE 

G 107-10 Bovino 1° 2010 Capoeiras –PE 
G 204-10 Bovino 1° 2010 São João –PE 
G 224-10 Bovino 1° 2010 Correntes –PE 
G 307-10 Bovino 1° 2010 Canhotinho –PE 
G 324-10 Bovino 1° 2010 Canhotinho – PE 
G 26-11 Bovino 1° 2011 Pedra-PE 
G 39-11 Bovino 1° 2011 São Bento do Una-PE 
G 59-11 Bovino 1° 2011 Garanhuns-PE 
G65-11 Bovino 1° 2011 Garanhuns-PE 

G 587-11 Bovino 1° 2011 Lajedo-PE 
G 612-11 Bovino 1° 2011 Capoeiras-PE 
G 637-11 Bovino 1° 2011 Ibirajuba-PE 
G 34-12 Bovino 1° 2012 São João-PE 

mnh: morcego não hematófago 

 
 

4.2. EXTRAÇÃO DO ÁCIDO NUCLÉICO PELO MÉTODO DO REAGENTE 

TRIZOL LS 

 

Etapa realizada no Laboratório de Biologia Molecular aplicada e sorologia 

(LABMAS) do departamento de Medicina veterinária preventiva e Saúde animal (VPS) da 

Universidade de São Paulo- USP. 

 

O RNA foi extraído diretamente do sistema nervoso central do camundongo. Em um 

microtubo de 1,5 mL foi adicionado um macerado de cerca de 0,5 gramas de tecido cerebral 
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misturado a 1 mL de TRIZOL ® (InvitrogenTM). Um tubo contendo água DEPEC foi 

adicionado a cada cinco amostras na extração do RNA para o monitoramento de possíveis 

contaminações.  Os tubos foram agitados por 20 segundos em vórtex e deixados a temperatura 

ambiente por 5 min. Em seguida, foram adicionados 200  μL de clorofórmio, e brevemente 

agitados, permanecendo em repouso durante 3 min. Segui-se uma centrifugação a 12.000 rpm, 

durante 15 min. a 4°C. Após a centrifugação ocorre a formação de três fases: uma fase mais 

densa de coloração rosada constituída do trizol, uma intermediária correspondente aos detritos 

celulares e uma aquosa na qual se encontrava o ácido nucléico. A fase aquosa foi transferida 

para um novo tudo de 1,5 mL, na qual foram adicionado propanol na mesma proporção (1:1), 

agitados e deixados a temperatura ambiente por 10 min., seguido de centrifugação a 12.000 

rpm, durante 10 min. a 4°C. Após a centrifugação o sobrenadante foi desprezado invertendo 

manualmente os tubos, sendo então adicionados 1 mL de etanol a 75%. Segui-se uma rápida 

agitação e de centrifugação a 12.000 rpm por 5 min. na temperatura de 4°C. O sobrenadante 

foi invertido cuidadosamente e o sedimento foi seco no concentrador a vácuo a 60° C por 10 

min. A ressuspensão do RNA foi feita em 25 µL de água livre de DNA/RNAse, em seguida 

foi deixado no termomixer por 10 min. a 56° C,  sendo imediatamente utilizado para a 

detecção do genoma viral ou -80 °C até o momento do uso. 

 

4.3.  REAÇÃO DE TRANSCRIPTESE REVERSA SEGUIDA PELA REAÇÃO EM 

CADEIA PELA POLIMERASE PARA O GENE N 

 
 
 

A transcrição reversa foi realizada com a enzima M-MLV (InvitrogenTM) seguindo o 

protocolo sugerido pelo fabricante, com algumas modificações. Para cada amostra analisada 

foram utilizados 3,5 µL  de cada RNA, adicionados ao mix de transcrição reversa (síntese de 

cDNA) contendo 5 x First Strand Buffer (InvitrogenTM), 10mM de cada dNTP, 10mM DTT, 

10pmol/μL de cada primer (504 e 304), descritos por Orciari et al,2001 (Quadro 3) e 100U 

MMLV Reverse Transcriptase (InvitrogenTM) para uma reação final de 10μL, realizada a 

42ºC/60 min. 

 

Cinco microlitros de cada respectivo cDNA foram adicionados ao mix de PCR 

contendo 10 x PCR Buffer (InvitrogenTM), 1,25mM de cada dNTP, 10 pmol/μL de cada 

primer (504 e 304), 1,5mM MgCl2, 27,25 μL água ultrapura tratada com 0,1% de dietil-

pirocarbonato (água DEPEC) e 1,25U Taq DNA polymerase (InvitrogenTM) para uma reação 
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final de 50μL e submetidos a uma desnaturação inicial de 94 ºC/5 s., seguidos de 35 ciclos de 

94 ºC /45 seg, 55 ºC /45 s. e 72 ºC /2 min, finalizando com uma extensão final de 72ºC/10 

min. Como controle positivo foi utilizado CVS e como negativo, cérebro normal de 

camundongo ( CN). 

 

Quadro 3. Sequência dos Iniciadores (“primers”) utilizados no protocolo para obtenção de um 
amplificado de 249 pb do gene N do vírus da raiva. 

 

Primer Sequência Posição no genoma do 

Pasteur Vírus (PV) 

Sentido de 
Orientação 

504 5’-TATACTCGAATCATGATGAATGGAGGTCGACT-3 1287-1317 Senso 

(Orciari et al., 

2001) 

304 5’-TTGACGAAGATCTTGCTCAT-3’ 1514-1533 anti-senso 

(Orciari et al., 

2001) 

 

 

4.4. VISUALIZAÇÃO DO PRODUTO DA RT-PCR 
 
 

Os produtos da PCR foram visualizados após eletroforese em gel de agarose a 1,5% 

em tampão TBE 1X (0,1M de Tris,0,09 M de ácido bórico e 0,001M de EDTA) corado com 

brometo de etídio a 0,5 µg/mL, mediante a utilização de transiluminador com fonte de luz 

ultravioleta. 

Os produtos amplificados foram migrados juntamente com um marcador indicativo do 

número de pares de base (Low DNA Mass - 100 bp ladder,  Invitrogen), e controles negativo 

(CCN) e positivo (CVS) de extração durante aproximadamente 30 minutos a uma voltagem e 

amperagem médias de 90V e 7mA, respectivamente. Foram consideradas positivas as 

amostras que apresentaram bandas de 249 pb. 

 

4.5. SEQÜENCIAMENTO NUCLEOTÍDICO E ANÁLISE FILOGENÉTICA 
 
 
 

A reação de seqüenciamento de DNA foi composta de 4 μl de BigDye 3.1® (Applied 

Byosystems®), 4 μl de 5x Sequencing buffer (Applied Biosystems®), 4 pmol de cada primer 
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senso e antisenso (Quadro 3) referente a cada amplicon em reações separadas e 20 ng de DNA 

alvo para uma reação final de 20 μL, seguindo para o termociclador PTC-200 (MJ Research 

™) para 35 ciclos de 96° C/30 seg., 50°C/15 seg. e 60°C/4 min., com  rampa de 0,7°C/seg 

entre cada temperatura. 

A precipitação foi realizada a temperatura ambiente com 80 μL de propanol a 75%, 

incubando-se durante 30 min., seguido de centrifugação a 20.000 x rpm por 25 min., 

removeu-se o sobrenadante e foram adicionados 300 μl de etanol a 70%, centrifugou-se a 

20.000 x g por 15 min. e o precipitado foi seco a 95° C por 5 min., as amostras foram levadas 

ao sequenciador ABI-377® (Applied Biosystems). 

O sequenciamento ocorreu através da eletroforese por capilaridade no sequenciador 

automático. Os fragmentos de DNA marcados foram separados de acordo com seus tamanhos 

e detectados por emissão de fluorescência em diferentes comprimentos de onda. A 

interpretação foi feita pelo sistema computacional do equipamento segundo códigos de cores 

(azul, vermelho, verde e amarelo) ao terem passado pela região de leitura ótica do 

sequenciador. 

Os cromatogramas gerados para cada uma das sequências senso e antisenso de cada 

amostra e gene foram submetidos ao aplicativo Phred online (EMBRAPA, 2006) para 

avaliação da qualidade, sendo utilizadas as posições que apresentaram nt com índice Phred 

maior que 20. Os Cromatogramas foram conferidos manualmente com o programa Finch TV 

© (Geospiza) (ROBY, 2008) para a busca de erros de interpretação e discrepâncias entre cada 

uma das fitas sequenciadas. 

A sequência consenso final de cada amostra foi obtida a partir das sequências senso e 

o reverso-complemento da antisenso de cada amostra alinhadas pelo método CLUSTAL/W 

com o programa Bioedit v. 7.0.5.3 (HALL, 1999), submetida ao BLASTn em 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ para confirmação do sequenciamento juntamente com as 

sequências homólogas referentes ao gene N do  vírus da raiva relacionados a morcegos 

hematófagos, morcegos insetívoros, carnívoros domésticos e silvestres e amostras fixas 

obtidas no GenBank (Quadro 4) . A árvore filogenética foi obtida utilizando o critério de 

otimização de distâncias, com o algoritmo Neighbor-Joining com modelo evolutivo 

Maximum Composite Likelihood 1000 repetições de bootstrap com o programa MEGA 4 

(TAMURA et al., 2007). A árvore filogenética foi representada de maneira não enraizada, 

pois não é foco deste estudo fazer análise evolutiva, mas apenas classificar as amostras 

estudadas. Os números de acesso ao Genbank encontram-se na figura da árvore filogenética 

(Quadro 4). 
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Quadro 4. Sequências do gene N de vírus da recuperadas do Genbank, utilizadas para a 
reconstrução da filogenia, segundo acession number, identificação da amostra, local de 
origem e espécie hospedeira São Paulo, 2013 

 

GENBANK AMOSTRA PAÍS HOSPEDEIRO 

HQ666871.1 bref299-10 Brasil Epitesicus furinalis 
HQ666866.1 bref76-10 Brasil Epitesicus furinalis 

HQ666864.1 bred43-10 Brasil Epitesicus diminutus 

HQ666860.1 bref589-09 Brasil Epitesicus furinalis 

HQ666855.1 bref224-09 Brasil Epitesicus furinalis 

HQ666854.1 bref199-09 Brasil Epitesicus furinalis 

HQ666851.1 bred84-09 Brasil Epitesicus diminutus 

HQ666837.1 bref1141-02 Brasil Epitesicus furinalis 

HQ666832.1 bref62-02 Brasil Epitesicus furinalis 

HQ666831.1 bref1070-01 Brasil Epitesicus furinalis 

HQ666830.1 bresp1019-01 Brasil Epitesicus sp 

HQ666828.1 bref636-01 Brasil Epitesicus furinalis 

DQ631839.1 bref8397/05 Brasil Epitesicus furinalis 

GU646861.1 bref341-02 Brasil Epitesicus furinalis 

GU646796.1 bref213-00 Brasil Epitesicus furinalis 

GU646790.1 bref126-01 Brasil Epitesicus furinalis 

GU646781.1 bref431-04 Brasil Epitesicus furinalis 

JF916678.1 brefusp008-09 Brasil Epitesicus furinalis 

JF916671.1 brefusp064-07 Brasil Epitesicus furinalis 

GU552792.2 IP3321/05 Belo Horizonte/MG Histiotus velatus 

GU552791.2 IP6883/06 
Campo Lindo 

Paulista/SP 
Histiotus velatus 

EF152266.1 10565dgPB/2003 Paraíba/PB Cão 

EF152261.1 9370dgPE/2005 Pernambuco Cão 

GU646840.1 brdg57-92 Andradina-SP Cão 

HQ666867.1 brmm169-10 Brasil Molossus molossus 

HQ666841.1 brmm1539-02 Brasil Molossus molossus 

HQ666833.1 brmm109-02 Brasil Molossus molossus 

HM854031.1 brmr178-05 Andradina-SP Molossus rufus 

HQ666872.1 brmr300-10 Brasil Molossus rufus 

HQ666862.1 brmr17-10 Brasil Molossus rufus 

HQ666858.1 brmr389-09 Brasil Molossus rufus 
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GU646777.1 brmm95-03 Brasil Molossus molossus 

HQ666870.1 brlbl198-10 Brasil Lasiurus blossevillii 

HQ666842.1 brle1782-02 Brasil Lasiurus ega 

JX217783.1 brlcSP4133-1997 São Paulo Lasiurus cinereus 

GU646782.1 brlb46-04 Brasil Lasiurus blossevillii 

JF916654.1 brlbusp036-07 Brasil Lasiurus blossevillii 

JF916647.1 brlbSP4096-1995 Brasil Lasiurus blossevillii 

GU646775.1 brmn131-03 Brasil Myotis  nigricans 

GU646776.1 brmn45-03 Brasil Myotis  nigricans 

GU646778.1 brmn38-03 Brasil Myotis  nigricans 

GU646785.1 brmn150-03 Brasil Myotis  nigricans 

GU646786.1 brmn234-02 Brasil Myotis  nigricans 

GU646788.1 brmn610-01 Brasil Myotis  nigricans 

HM854032.1 brmn391-05 Brasil Myotis  nigricans 

HQ666834.1 brmn835-02 Brasil Myotis  nigricans 

HQ666846.1 brmn168-04 Brasil Myotis  nigricans 

HQ666852.1 brmn149-09 Brasil Myotis  nigricans 

HQ666859.1 brmn433-09 Brasil Myotis nigricans 

JF916650.1 brmyaSP4115-1998 Brasil Myotis albescens 

JF916667.1 brmnusp058-07 Brasil Myotis nigricans 

JF916668.1 brmnusp061-07 Brasil Myotis nigricans 

EF194165.1 6335CthPI/2005 Piauí Cerdocyon thous 

EF194162.1 6976CthPE/2005 Brasil Cerdocyon thous 

EF194159.1 4372CthPI Brasil Cerdocyon thous 

EF152271.1 6368CthPI Brasil Cerdocyon thous 

EF152259.1 1406CthPE Pernambuco Cerdocyon thous 

EF152257.1 6977CthPE Pernambuco Cerdocyon thous 

EF152256.1 6973CthPE Pernambuco Cerdocyon thous 

EF152255.1 6970CthPE Pernambuco Cerdocyon thous 

EF152266.1 10565dgPB Paraíba Cão 

EF152265.1 10562ctPB Paraíba Gato 

EF152264.1 10561dgPB Paraíba Cão 

EF152239.1 10564ctPB Paraíba Gato 

EF152237.1 10566ctPB Paraíba Gato 

EF152238.1 10568ctPB Paraíba Gato 

AB619642 BR DR1 Brasil Desmodus rotundus 

AF0704491 D. rotundus Brasil Desmodus rotundus 

AB117972 BRAP1 Brasil Artibeus planirostris 

AB117970 BRAL2 Brasil Artibeus lituratus 
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AB117971 BRAL1 Brasil Artibeus lituratus 

AB117969 BRAL1 Brasil Artibeus lituratus 

AB519641 BRAL3 Brasil Artibeus lituratus 

GQ918139.1 CVS-11 Institute Pasteur, France CVS 

Fonte: Genbank 
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5. RESULTADOS 
 

5.1 RT-PCR PARA O GENE CODIFICADOR DA NUCLEOPROTEÍNA (N)  
 

Dos 85 isolados submetidos a RT-PCR direcionada ao gene codificador de 

nucleoproteína (N), 57 apresentaram positividade, correspondendo a 67% do total de 

amostras. No presente estudo dos 57 isolados submetidos ao sequenciamento, apenas 38 

apresentaram sequências viáveis, totalizando 40%.  (Quadro 5). 

Quadro 5 - Amostras do SNC utilizadas, com suas respectivas passagens em camundongos, 
animais hospedeiros dos quais foi realizado RT-PCR e seqüenciamento para o gene N, ano de 
coleta e origem geográfica. 

 
N° de 

registro 
Hospedeiro 
de origem 

Passagem 
original 

Ano Origem geográfica RT-PCR 
gene N 

Sequenciadas 

PN 266-09 bovino 2° 2009 São José de 
campestre-RN 

P P 

752.10 Mnh 1° 2010 Pau dos Ferros-RN P N 
754.10 Mnh 2° 2010 Pau dos Ferros-RN P P 
058.11 Raposa 2° 2011 Cruzeta-RN P P 
064.11 Bovino 2° 2011 Felipe Guerra-RN P P 
081.11 Mnh 2° 2011 Caicó-RN P P 
147.11 Bovino 2° 2011 Mossoró-RN P P 
166.11 Mnh 2° 2011 Caicó-RN P P 
187.11 Bovino 2° 2011 Mossoró-RN P P 
219.11 Bovina 1° 2011 Mossoró-RN N NR 
268.11 Mnh 1° 2011 Mossoró-RN P N 
381.11 Mnh 2° 2011 Pau dos Ferros-RN P P 
052.12 Mnh 2° 2012 Mossoró-RN P P 
063.12 Mnh 2° 2012 Caicó-RN P P 
072.12 Bovino 1° 2012 Sitio Novo-RN P P 
095.12 Mnh  1° 2012 Caicó-RN P N 
B33G Bovino 1° - Belo Jardim-PE P N 

PN 83-01 Cão 1° 2001 Bananeiras-PB P P 
PN148-02 Bovino 1° 2002 Patos-PB N NR 
PN 150-02 Bovino 1° 2002 São José do Bonfim-

PB 
P N 

PN 228-02 Bovino 1° 2002 Santa Luzia-PB N NR 
PN 263-02 Bovino 1° 2002 Pombal-PB N NR 
PN 03-03 Eqüino original 2003 Patos-PB N NR 
PN 38-03 Bovino 1° 2003 Patos-PB N NR 
PN44-03 Ovino 1° 2003 São Mamede-PB P P 
PN 73.03 Bovino 1° 2003 São Mamede-PB P P 
95-03-A Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB N NR 
95-03-B Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB N NR 

PN 103-03 Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB P P 
PN 109-03 Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB P P 
PN 131-03 Bovino 1° 2003 Várzea-PB P P 
PN 135-03 Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB N NR 
PN 146-03 Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB N NR 
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PN 156-03 Bovino 1° 2003 João Pessoa-PB P P 
PN 166-03 Bovino 1° 2003 Patos-PB P N 
PN 173-03 Caprino 1° 2003 Curral Velho-PB N NR 
PN 33-07 Asinino 1° 2007 Patos-PB N NR 
PN 126-07 Bovino 1° 2007 Patos-PB P P 
PN 137-07 Bovino 1° 2007 Patos-PB P N 
PN 147-07 Bovino 1° 2007 Patos-PB P N 
PN 230-07 Bovino 1° 2007 São José do Bonfim-

PB 
P N 

PN 237-07 Bovino 1° 2007 São José do Bonfim-
PB 

N NR 

PN 338-07 Caprino 1° 2007 Água Branca-PB P N 
PN 145-08 Bovino 1° 2008 Patos-PB N NR 
PN 269-08 Bovino 1° 2008 Patos-PB P N 
PN 118-09 Bovino 1° 2009 Patos-PB P P 
PN 266-09 Bovino 1° 2009 São José de 

campestre-RN 
N NR 

PN 293-10 Bovino 1° 2010 Olivedos-PB P P 
PN 16-11 Ovino 1° 2011 Prata-PB P P 
PN 17-11 Caprino 1° 2001 Prata-PB N NR 
PN 390-11 Equino original 2011 Patos-PB P P 
PN 401-11 Bovino 1° 2011 Patos-PB P P 
G 324-08 Bovino 1° 2008 Venturosa –PE P P 
G 469-08 Bovino 1° 2008 Pedra-PE N NR 
G 523-08 Bovino 1° 2008 Venturosa –PE P N 
G 542-08 Bovino 1° 2008 Garanhuns-PE P P 
G 553-08 Bovino 1° 2008 Venturosa –PE P P 
G 575-08 Bovino 1° 2008 Paranatama –PE N NR 
G 624-08 Bovino 1° 2008 Venturosa –PE P N 
G 698-08 Bovino 1° 2008 Belo Jardim –PE P N 
G 58-09 Equino 1° 2009 São João – PE N NR 
G 75-09 Bovino 1° 2009 Belo Jardim PE P P 

G 209-09 Bovino 1° 2009 Lajedo –PE N NR 
G 282-09 Bovino 1° 2009 Garanhuns-PE N NR 
G 607-09 Bovino 1° 2009 Canhotinho – PE P N 
G 617-09 Bovino 1° 2009 Canhotinho – PE P P 
G 670-09 Bovino 1° 2009 Correntes –PE N NR 
G 13-10 Bovino 1° 2010 Palmeirina –PE P P 
G 14-10 Bovino 1° 2010 Palmeirinha –PE P P 
G 83-10 Bovino 1° 2010 Canhotinho –PE P P 

G 107-10 Bovino 1° 2010 Capoeiras –PE P N 
G 204-10 Bovino 1° 2010 São João –PE N NR 
G 224-10 Bovino 1° 2010 Correntes –PE P P 
G 307-10 Bovino 1° 2010 Canhotinho –PE P P 
G 324-10 Bovino 1° 2010 Canhotinho – PE P N 
G 26-11 Bovino 1° 2011 Pedra-PE P P 
G 39-11 Bovino 1° 2011 São Bento do Una-PE P P 
G 59-11 Bovino 1° 2011 Garanhuns-PE P P 
G65-11 Bovino 1° 2011 Garanhuns-PE P P 

G 587-11 Bovino 1° 2011 Lajedo-PE P N 
G 612-11 Bovino 1° 2011 Capoeiras-PE N NR 
G 637-11 Bovino 1° 2011 Ibirajuba-PE N NR 
G 34-12 Bovino 1° 2012 São João-PE N NR 

Mnh: morcego não hematófago; P: positivo; N: negativo; NR: não realizado 
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5.2 ANÁLISE FILOGENÉTICA DO GENE N 
 

O sequenciamento do fragmento do gene N de 249 pares de bases resultou em 

sequências de 164 a 165 nucleotídeos. Quando submetidas ao BLASTn, apenas sequências 

referentes ao vírus da raiva foram obtidas. 

 

A árvore filogenética gerada no estudo direcionada ao gene N, juntamente com as 

obtidas pelo Genbank está representada na figura 6. Os números próximos a cada nó 

representam os valores de “bootstrap” (1000 repetições) e a escala representa o número de 

substituições/sítio. 

O padrão de agregação obtido na árvore filogenética (figura 6), no presente estudo, 

resultou na formação dos principais grupos esperados de amostras do vírus da raiva, ou seja, 

variante antigênica 2, 3 e variante de morcego insetívoro, amostra fixa (CVS). 

A análise resolveu as amostras em: 

• Um filogrupo padrão canídeos, dividido em dois subrupos de canídeos (Cerodyon 

segregando separadamente de cão doméstico); 

• Um filogrupo padrão Desmodus rotundus com três subgrupos: um com todos os 

herbívoros do estudo, os demais com amostras do Genbank, sendo um com sequencias 

originárias de morcegos frugívoros gênero Artibeus (SHOJI et al., 2004) e outro 

representador por amostras de Desmodus e insetívoros que foram publicados como 

padrão Desmodus na publicação original (QUEIROZ et al., 2012); houve, ainda, a 

segregação da amostra 754-10, isolada de MNH proveniente de Felipe Guerra-RN. 

• Um filogrupo de morcegos insetívoros, dividido em: um grupo grande, mais próximo 

filogeneticamente dos Desmodus, com amostras da família Vespertilionidae; um grupo 

composto por molossídeos, onde se agruparam amostras deste estudo (duas delas 

identificadas como M. molossus e três sem a identificação da espécie e denominadas 

genericamente como MNH); por último mais um subgrupo Molossidae e outro 

Vespertilionidae. 
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6. DISCUSSÃO 

 

No presente estudo foi observada uma discrepância em relação às amostras 

sabidamente positiva para raiva (IFD e prova biológica) em relação aos resultados obtidos 

pela RT-PCR. 

 

Das 85 amostras positivas isoladas a partir do sistema nervoso central de 

camundongos, submetidas a RT-PCR para o gene N do vírus rábico, somente 57 resultaram 

em positividade e 38 apresentaram-se viáveis para o sequenciamento. O gene da 

nucleoproteína (N) é um alvo adequado para a comparação por períodos de evolução 

relativamente longos, devido ao seu baixo polimorfismo.  

 

De acordo com Oliveira (2009), a negatividade das amostras sabidamente positivas 

pode ser atribuída ao título viral fora do limiar de detecção das técnicas de RT-PCR, isto é, 

baixos títulos, acarretam baixo número de cópias exigidas para o sinal da PCR e altos títulos 

virais podem causar inibição da PCR e dificuldade na amplificação pela DNA polimerase. 

Tendo em vista que a maioria das amostras são provenientes de isolamentos de 1° e 2° 

passagem em camundongos e que o vírus fixo CVS utilizado como controle positivo na 

reação manteve-se positivo durante a realização da técnica, esse fator não parece ter sido 

relevante. 

A presença de inibidores nas amostras de sistema nervoso Central como RNAses, 

também pode ocasionar falsos negativos. As amostras utilizadas procedem de diferentes 

laboratórios e foram enviadas para a realização de RT-PCR após o isolamento viral em 

camundongos. Os erros na realização da técnica parecem pouco prováveis, tendo em vista que 

após o isolamento todas as amostras foram submetidas ao mesmo procedimento e repetidas ao 

menos duas vezes.  

Além disso, as amostras foram enviadas em diferentes períodos e condições de 

armazenamento, muitas em estado de putrefação. De acordo com Araújo (2008) a temperatura 

ótima de conservação do RNA é de -80°C e variações ocasionam interferência nos resultados. 

Algumas amostras foram submetidas a uma segunda passagem no laboratório de Raiva na 

USP na tentativa de recuperação das amostras. De fato esses conjuntos de fatores parecem os 

mais plausíveis na justificativa da menor de positividade observada nas amostras submetidas a 
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RT-PCR. Por fim, deve-se considerar que os primers utilizados neste estudo não foram os 

mesmos aplicados na rotina de diagnóstico para a raiva (OLIVEIRA et al, 2006), situação que 

visa amplificar fragmentos menores para aumentar a sensibilidade, mesmo em tecidos em 

mau estado de conservação. 

Embora diversos estudos já tenham sido feitos sobre a epidemiologia da raiva 

utilizando técnicas moleculares em diferentes localidades do Brasil, a região nordeste ainda 

apresenta uma grande defasagem. Apesar de que historicamente em conjunto com a região 

norte, ser responsável por cerca de 80% dos casos de raiva registrados no Brasil (MIRANDA, 

SILVA,MOREIRA,2003). 

Análise filogenética dos 38 isolamentos sequenciados identificou linhagens distintas 

entre as variantes circulantes nos Estados do RN, PB e PE. Estudos realizados por ITO et al 

(2003b) com amostras brasileiras mostram que o ciclo da raiva no Brasil é extremamente 

complexo e apresenta sobreposição do ciclo urbano e silvestre em diversas localidades, 

provavelmente devido aos diferentes ecossistemas existentes na região.  

O filogrupo formado pelo 31 isolados relacionados a morcego hematófago Desmodus 

rotundus deste estudo e nove provenientes do Genbank fora obtidos de 27 bovinos, um 

equino, dois ovino e, destaque-se um morcego não hematófago (754-10) encontrado no 

interior de uma residência no município de Pau dos Ferros-RN. Além deste, os isolados deste 

grupo foram provenientes dos municípios de São José de Campestre-RN (PN 266-09), Felipe 

Guerra - RN, Caicó-RN, Mossoró-RN (147.11, 187.11), Município de Sitio Novo/RN 

(072.12), Várzea-PB (PN 131-03), São Mamede-PB (PN 44.03, PN 73.03), Santa Luzia-

PB(PN 103-03, PN 109-03), João Pessoa-PB (PN 156-03), Patos-PB (PN 390-11,PN401-11), 

Prata-PB (PN 16-11), Venturosa –PE (G 324-08,G 553-08), Belo Jardim –PE (G 75-09), 

Palmeirina –PE(G 13.10, G 14.10), Correntes –PE (G 224.10), Canhotinho – PE(G 617.09, G 

83-10), Pedra-PE(G 26-11), São Bento do Una-PE(G 39-11), Garanhuns-PE (G65-11, G 

542.08, G 59-11). Dados a serem publicados em outro trabalho apontam a tendência dos casos 

de raiva transmitida por D. rotundus se agruparem ao longo de bacias hidrográficas. 

Dois subgrupos de canídeos, com a amostra 058-11, Cerdocyon thous de Cruzeta-RN, 

segregando separadamente da amostra PN 83-01, cão doméstico de Bananeiras-PB, sugerem 

que há, na região estudada, ciclo ativo de transmissão entre raposa independente do ciclo que 

circulava entre cães e gatos. A sequencia de DNA da amostra -58-11 apresentou identidade 

com isolados de raposa já descritos em outros trabalhos (GOMES, 2004; BERNARDI et al., 
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2005; CARNIELI et al., 2006; KOBAYASHI et al., 2007).  Este trabalho complementa os 

dados de Carnieli Jr e colaboradores (2006) que analisaram amostras provenientes de raposas 

de todos os estados do Nordeste, exceto o Rio Grande do Norte. 

O relato de raiva associada a morcegos insetívoros do presente trabalho corrobora com 

outros casos já descritos na literatura por Uieda et al, 1996, Martorelli et al 1996; Passos et al, 

1998,  Silva, 2007, Oliveira, 2009. No Rio Grande do Norte foi encontrado um padrão 

regional de distribuição de vírus rábico associado a morcego insetívoro. Em 2009, o Lacen-

RN notificou no município de Caicó um surto de Raiva proveniente de morcegos não 

hematófagos. Foram analisadas 248 amostras e 50 apresentaram positividade, porém não 

foram divulgadas a espécie nem a variante viral (BATISTA; ASSIS, 2012).  

De acordo com a análise filogenética deste trabalho, algumas amostras provenientes de 

morcegos não identificados poderiam ser classificadas como M. molossus por terem 

segregado juntamente com três amostras cujos hospedeiros foram identificados como tal (052-

2012 Mossoró-RN, 063 2012 Caicó-RN, 381-11 Pau dos Ferros-RN). Entretanto, devido à 

dinâmica das populações de quirópteros e das interações entre elas, diversas linhagens virais 

“típicas” para determinada espécie de morcego são detectadas em outras espécies. Este 

fenômeno é chamado de spillover e exemplo disto foi encontrado neste próprio trabalho 

(amostra 754-10 já citada), bem como algumas das sequências da linhage Desmodus 

resgatadas do Genbank para a análise, a saber: HQ666855 (Epitesicus furinalis), JF916654 

(Lasiurus bonevilli), AB117972 (Artibeus planirostris), AB117970, AB117971, AB519641 

(Artibeus lituratus). 

Na região Nordeste do Brasil é comum encontrar animais silvestres mantidos como 

bichos de estimação, apesar de lei proibitiva. Os relatos de agressões envolvendo raposas e as 

grandes quantidades de morcegos insetívoros e abrigos presentes no meio urbano e rural, 

também favorecem a transmissão como descrito por Gomes et al., 2004 e Silva et al.2008. 

Em relação as raposa, existem relatos de transmissão humana nos Estados do Ceará 

(BARROS et al.,1989), Paraíba (GOMES et al.,2004), Pernambuco e Bahia (ARAÚJO, 

2002). Os casos de raiva humana ocasionados por morcegos não hematófagos são pouco 

documentados e têm como fator comum a incerteza sobre a exposição, pois na maioria das 

vezes, não existem relatos de exposição ou agressão a esses animais e quando elas ocorrem 

são geralmente negligenciadas devido os ferimentos serem pequenos, esse tipo de transmissão 

sem explicação plausível é denominado pela literatura de “Raiva criptogênica”.   
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Morcegos têm demonstrado serem menos vulneráveis à fragmentação de florestas do 

que outros mamíferos devido à habilidade de se dispersarem para fragmentos peri-urbanos e 

mesmo urbanos (De LUCCA et al, 2013). Embora, seja assumido que os ataques a seres 

humanos sejam raros, um caso recente de raiva felina em Curitiba (MORIKAWA et al., 2012) 

por vírus da variante 4, Tadarida brasiliensis, reafirma a necessidade de reforço no 

monitoramento de atividade viral nas populações de quirópteros nos meios urbanos e rural e 

coloca em cheque os movimentos contrários à vacinação em massa de cães e gatos (De 

LUCCA et al., 2013).  

No Nordeste do Brasil, durante a estação seca, é comum o transporte de gado para 

outras regiões, a fim de salvá-los da seca e da fome. Este fato provavelmente favorece a 

dispersão da raiva através dos herbívoros, que no estudo apresentaram a mesma variante viral 

circulante (VAg 3- Desmodus rotundus). Além disso, essas mudanças obrigam os morcegos a 

procurarem outras fontes de alimentação, incluindo os seres humanos como descritos no 

Estado da Bahia por Gonçalves, 2002 e Carneiro, 2005. 

Curiosamente, na análise filogenética deste trabalho, sequências de amostras 

provenientes de espécies de morcego da família Vespertilionidae formaram um agregado 

entre o filogrupo de amostras provenientes de molossídeos e de herbívoros (linhagem 

Desmodus). Ao contrário dos molossídeos, as espécies classificadas na família 

Vespertilionidae são vistas raramente em meio urbano. Poderia se especular que esses 

hospedeiros fariam uma transição entre as linhagens de vírus encontradas no meio rural e 

silvestre e as encontradas no meio rural. Infelizmente o fragmento de DNA analisado neste 

estudo é pequeno demais para permitir tal afirmação. 
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7. CONCLUSÕES 
 

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que: 

 

• No Rio Grande do Norte encontra-se em circulação entre a população de 

Cerdocyon thous, linhagem de vírus já descrita nesta espécie em outros estados 

do Nordeste; 

• Há transmissão ativa de vírus rábico entre populações de morcegos insetívoros 

no Rio Grande do Norte. 

• Encontrou-se um spillover de linhagem circulante em Desmodus rotundus e 

herbívoros em morcego não hematófago. 

• No Estado de Pernambuco a circulação das variantes antigênicas VAg-2 e 

VAg-3 e na Paraíba foi observada a circulação da VAg-3. 
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