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RESUMO

A raiva é uma doença infecciosa do sistema nervoso 
central de mamíferos causada pelo vírus da raiva (RabV), 
geralmente, transmitido pela mordedura de animais infectados. 
No Brasil, os morcegos hematófagos Desmodus rotundus são as 
principais fontes de infecção do RabV para bovinos e equinos. Este 
artigo descreve uma investigação epidemiológica e molecular de 
surtos de raiva ocorridos na região central do Rio Grande do Sul, 
entre maio e agosto de 2012. Nesse período, 45 casos suspeitos 
de raiva foram relatados em 22 pequenos rebanhos, localizados 
dentro de um raio de 4,7km, no município de Pinhal Grande. 
Desses, 32 amostras foram submetidas para diagnóstico da raiva, 
sendo que o RabV e/ou antígenos virais foram identifi cados em 
27 amostras. Em um segundo momento, 11 amostras foram 
submetidas à transcrição reversa/reação em cadeia da polimerase 
(RT-PCR) para o gene da nucleoproteína (N) do RabV, seguido 
de sequenciamento nucleotídico e análise fi logenética. Sete das 
11 amostras apresentaram sequências nucleotídicas idênticas e 
uma apresentou mutação sinônima, não-codifi cante, indicando 
uma provável origem comum dos vírus. Por outro lado, três 
amostras apresentaram mutações que resultaram em alterações 
de aminoácidos, sugerindo uma origem diferente do vírus. Esses 
resultados sugerem que RabV de diferentes origens/linhagens 
co-circulam na região e foram envolvidos nos surtos descritos. 
Investigações sobre a circulação de ambos os genótipos em 
morcegos na região estão em andamento. 

Palavras-chave: raiva, Desmodus rotundus, surtos, análise 
fi logenética.

ABSTRACT

Rabies is an infectious disease of the central nervous 
system of mammals caused by rabies virus (RabV), generally 
transmitted by the bite of rabid animals. In Brazil, vampire bats 
Desmodus rotundus are the main reservoirs of RabV for livestock. 
The present study describes a molecular and epidemiological 

investigation of outbreaks of bovine rabies occurring in the 
central region of Rio Grande do Sul state, Brazil, between May 
and August 2012. In this period, 45 cases suspected of rabies were 
reported in 22 small herds, located within a 4.7km range, in the 
county of Pinhal Grande. From these, 32 samples were submitted 
to rabies diagnosis and RabV and/or viral antigens were identifi ed 
in 27 samples. Subsequently, 11 brain samples were submitted to 
reverse transcription/polymerase chain reaction (RT-PCR) for the 
nucleoprotein gene (N) followed by nucleotide sequencing and 
phylogenetic analysis.  Seven out of 11 samples yielded identical 
sequences; one presented a synonymous, non-coding mutation, 
indicating a likely common origin of the virus. However, three 
other samples presented nucleotide mutations which resulted in 
amino acid changes, suggesting a different origin of the virus. 
In summary, these results suggest that RabV strains of different 
origin/lineages co-circulate in the region and were involved in the 
outbreaks. Investigations on the circulation of both genotypes in 
bats in the region are currently underway. 

Key words: rabies, Desmodus rotundus, outbreaks, phylogenetic 
analysis.

INTRODUÇÃO

A raiva é uma doença infecciosa aguda do 
sistema nervoso central (SNC) causada pelo vírus da 
raiva (RabV), pertencente à família Rhabdoviridae 
e ao gênero Lyssavirus (TORDO et al., 1998). Os 
vírions do RabV contêm um nucleocapsídeo em 
forma de projétil recoberto por envelope lipoproteico. 
O genoma viral é formado por uma cadeia única de 
ácido ribonucleico (RNA) com polaridade negativa e 
possui cinco genes, que codifi cam a nucleoproteína 
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(N), a fosfoproteína (P), a glicoproteína (G), a proteína 
de matriz (M) e a RNA polimerase (L) (ICTV, 2012). 
Com algumas exceções, particularmente algumas 
ilhas, o RabV é encontrado em todo o mundo (OIE, 
2009). No Brasil, a raiva é endêmica e variantes 
do RabV  têm sido identifi cadas em cães, canídeos 
silvestres e saguis, além de morcegos hematófagos 
e não hematófagos (MOCHIZUKI et al., 2012). Os 
morcegos hematófagos, especialmente Desmodus 
rotundus, são os principais reservatórios do RabV na 
América Latina, sendo os principais transmissores da 
raiva para os herbívoros (SCHNEIDER et al., 2009). 

O sequenciamento parcial do gene da 
nucleoproteína (N) tem sido utilizado no diagnóstico e 
em estudos de epidemiologia molecular da raiva, pois 
esse gene é conservado nos Lyssavirus (BOURHY 
et al., 2008). Uma divergência na sequência de três 
aminoácidos no gene N permite agrupar os isolados 
brasileiros do RabV em dois grupos: (i) vírus da 
raiva relacionado aos canídeos e (ii) vírus da raiva 
relacionada aos morcegos hematófagos (ITO, 2001). 
Uma análise geográfi ca e molecular de surtos de raiva 
bovina na região central e sudeste no Brasil mostrou 
a relação entre os RabVs identifi cados nos rebanhos 
afetados com os vírus  de morcegos hematófagos. 
Com o uso dessas ferramentas, foi possível determinar 
como o padrão epidemiológico é mantido no tempo 
e no espaço nessas áreas (KOBAYASHI, 2006). Por 
meio de análises geográfi cas e moleculares, também 
é possível identifi car diferentes linhagens do RabV, 
cujas divergências são infl uenciadas por características 
epidemiológicas e ecológicas dos morcegos 
hematófagos, que, por sua vez, são afetadas pela 
topografi a e geografi a da região (KOBAYASHI, 2008). 

Historicamente, a raiva tem causado 
importantes perdas a rebanhos bovinos em várias 
regiões do País, acarretando um impacto econômico 
negativo à cadeia produtiva (SCHNEIDER et al., 
2009). Durante o ano de 2012, foram notifi cados 
ofi cialmente no Brasil 1435 casos de raiva em bovinos, 
contabilizando-se somente aqueles diagnosticados 
em laboratórios ofi ciais e credenciados (MAPA, 
2013). No entanto, dados da Secretaria de Agricultura 
do Rio Grande do Sul (RS) indicam a ocorrência de 
aproximadamente quatro mil casos de raiva bovina 
entre janeiro e junho de 2013 (SEAPA, 2013). 

Acompanhando essa tendência, entre maio 
e agosto de 2012, foram relatados 45 casos suspeitos 
de raiva em 22 rebanhos bovinos no município de 
Pinhal Grande, região central do RS. Destes, 32 
amostras foram submetidas ao diagnóstico e 27 foram 
diagnosticadas positivas para a raiva. O objetivo 
do presente trabalho foi descrever esses eventos, 

procurando identifi car e caracterizar geneticamente 
os RabVs envolvidos. 

MATERIAL   E   MÉTODOS

Foram testadas 32 amostras de bovinos, 
oriundas de casos ocorridos no município de 
Pinhal Grande (latitude: 29°20’46”S e longitude: 
53°18’24”W), região central do Rio Grande do Sul, 
entre maio e agosto de 2012. O diagnóstico laboratorial 
foi realizado em fragmentos do encéfalo (hipocampo, 
cerebelo e córtex), utilizando-se os dois testes-padrão 
de diagnóstico da raiva: imunofl uorescência direta 
(IFD) e inoculação intracerebral em camundongos 
(MIT, OIE, 2009). O material foi enviado por Médicos 
Veterinários autônomos ou do quadro da Secretaria de 
Agricultura do RS, acompanhado de histórico clínico 
e epidemiológico. Os locais de origem das amostras e 
a localização de furnas catalogadas pela Secretaria de 
Agricultura do Estado do RS, que abrigam colônias 
de morcegos hematófagos, foram obtidos pelo 
sistema de posicionamento global (GPS) e plotados 
no mapa da região. 

Após a confi rmação do diagnóstico, os 
materiais positivos foram encaminhados ao Instituto 
Pasteur (São Paulo, SP) para análise molecular. Para tal, 
foi realizada a extração de RNA total dos fragmentos, 
utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen Life 
Tecnologies™). Posteriormente, o RNA extraído foi 
submetido à transcrição reversa, seguida da reação em 
cadeia pela polimerase (RT-PCR) para amplifi cação 
do gene que codifi ca a nucleoproteína N do RabV 
(CARNIELI, 2005), com os seguintes primers: 21G 
(senso, 5’ATGTAACACCTCTACAATG3’) e 304 
(antisenso, 5’ TTDACGAAGATCTTGCTCAT3’), 
descritos por ORCIARI et al. (2001). Os amplicons 
foram purifi cados com o kit GFXTM PCR DNA and 
Gel Band Purifi cation kit (GE HealthcareTM) e 
submetidos ao sequenciamento genético. A reação de 
sequenciamento de DNA foi realizada com 3,2pmol de 
cada primer (senso- 21G e antisenso- 304), descritos 
anteriormente e com BigDye Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®). Para 
obtenção das sequências nucleotídicas, foi utilizado 
o analisador genético automático 3130 da Applied 
Biosystems®. Foram analisados 1218 nucleotídeos 
da região codifi cante da proteína N, localizados entre 
os nucleotídeos 203 e 1421 da amostra PV, padrão 
de RabV (acesso M13215.1). As sequências foram 
editadas usando o software CHROMAS (versão 
2.24 Copyright 1998–2004 Technelysium Pty Ltd.), 
alinhadas pelo método CLUSTAL/W (versão 7.1.3.0 
do software BIOEDIT, HALL, 1999) e utilizadas para 
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aferir a identidade das espécies, utilizando o Basic 
Local Alignment Search Tool (BLAST). Uma árvore 
fi logenética para determinar e confi rmar as relações 
evolutivas entre as espécies foi construída com o 
software MEGA (versão 5.0), usando o método 
maximum likelyhood com o modelo de substituição 
GTR (G + I) 5.0 (TAMURA, et al., 2011) e a 
confi abilidade foi avaliada com bootstrap de 1.000 
repetições. Os cálculos de diversidade e identidade 
intragrupo entre as amostras sequenciadas neste 
trabalho foram realizados com o software MEGA 
(versão 5.0).

RESULTADOS 

Os casos descritos neste estudo ocorreram 
entre fi nal de maio e agosto de 2012, abrangendo um 
intervalo um pouco inferior a três meses. Quarenta e 
cinco animais, oriundos de 22 rebanhos, apresentaram 
sinais neurológicos sugestivos de raiva (perda do trem 
posterior, ataxia, incoordenação e decúbito esternal) e 
foram a óbito. Os rebanhos acometidos pertenciam a 
pequenas propriedades, caracterizadas pela produção 
diversifi cada e agricultura de subsistência, e possuíam 
entre dois e 58 animais com aptidão para carne e 
também bovinos leiteiros (Tabela 1). 

Os focos concentraram-se dentro de um 
raio de 4,7 quilômetros (km) (Figura 1), todos com 

proximidade do Rio Jacuí, sendo que a propriedade 
mais distante é localizada a 7,2km da margem. Dentro 
dos limites do surto, situam-se duas furnas (F1 com 
latitude: 29°17’57.07”S e longitude: 53°15’27.94”O; 
e F2 com latitude: 29°19’44.13”S e longitude: 
53°14’31.88”O) cadastradas pela Secretaria de 
Agricultura do RS, locais em que técnicos realizam 
vistorias e ações periódicas de combate a morcegos 
hematófagos.

Das 32 amostras enviadas, 27 foram 
positivas para o RabV pelos testes de IFD e/
ou inoculação em camundongos (MIT). O 
sequenciamento de 1218 nucleotídeos do gene 
N de 11 dessas amostras demonstrou sequências 
características da linhagem do RabV de morcegos 
hematófagos Desmodus rotundus. Sete destas 
amostras (SV 229/12, SV 256/12, SV 275/12, 
SV 276/12, SV 335/12, SV 362/12 e SV 528/12) 
apresentaram sequências nucleotídicas idênticas 
entre si (100% de identidade). Uma amostra (SV 
447/12) apresentou uma mutação sinônima no 
nucleotídeo 141 [codifi cante de aminoácido (aa) 
de mesmo grupo químico]. Outras três amostras 
(SV 214/12, SV 336/12 e SV 529/12) apresentaram 
mutações não sinônimas. Destas, as amostras SV 
214/12 e SV 336/12 apresentaram a mesma mutação 
(posição 1243, troca do aa ácido glutâmico [E] pelo 
aa aspartato [D]). Já a amostra SV 529/12 apresentou 

Tabela 1 – Identificação das propriedades, data, localização geográfica e número de animais afetados.

Identificação da amostra Propriedade Data Posicionamento Geográfico Número de  bovinos
acometidos

Número de bovinos na
propriedade

SV 214/12 A 28/5 29°17'25.60"S 53°15'48.70"O 2 38
SV 229/12 B 30/5 29°18'48.40"S 53°15'29.10"O 1 15
SV  230/12 C 30/5 29°19'30.50"S 53°16'17.10"O 3 20
SV 253/12 D 4/6 29°19'30.50"S 53°16'17.10"O 4 54
SV 256/12 E 4/6 29°20'27.50"S 53°17'58.00"O 1 2
SV 257/12 F 4/6 29°19'6.40"S 53°16'40.20"O 3 43
SV 274/12 G 12/6 29°18'42.90"S 53°15'14.40"O 3 31
SV 275/12 H 12/6 29°18'42.80"S 53°15'13.50"O 2 28
SV 276/12 I 12/6 29°18'42.80"S 53°15'13.50"O 1 58
SV 277/12 J 12/6 29°19'30.60"S 53°14'19.30"O 3 20
SV 298/12 L 18/6 29°17'59.20"S 53°16'55.20"O 2 25
SV 329/12 M 26/6 29°19'29.10"S 53°18'59.30"O 1 44
SV 330/12 N 26/6 29°17'24.20"S 53°15'42.90"O 4 26
SV 334/12 O 29/6 29°19'21.00"S 53°17'44.10"O 2 40
SV 335/12 P 29/6 29°19'10.60"S 53°17'43.90"O 3 62
SV 336/12 Q 29/6 29°17'59.20"S 53°16'55.20"O 3 54
SV 362/12 R 03/7 29°17'59.20"S 53°16'55.20"O 1 31
SV 446/12 S 06/8 29°22'50.30"S 53°15'80.50"O 2 18
SV 447/12 T 06/8 29°19'40.20"S 53°15'57.40"O 1 7
SV 528/12 U 23/8 29°18'27.30"S 53°15'40.70"O 2 34
SV 529/12 V 23/8 29°19'49.20"S 53°17'57.40"O 1 25
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troca do aa asparagina (N) pelo aa serina (S), na 
posição 219. 

A topologia da árvore fi logenética 
(Figura 2) pode ser dividida em três agrupamentos: 
de morcegos hematófagos, de morcegos não-
hematófagos e de caninos. Todas as amostras 
sequenciadas localizaram-se no agrupamento de 
morcegos hematófagos e formaram três subgrupos: 
subgrupo 1 (amostra SV 529/12); subgrupo 2 (SV 
214/12 e SV 336/12); e subgrupo 3, formado pelas 
demais amostras idênticas entre si. A diversidade 
entre as amostras sequenciadas foi de 0,2%. A 
identidade entre as amostras correspondente a cada 
um dos subgrupos foi de 1,1% entre os subgrupos 1 e 
2, 1% entre os subgrupos 2 e 3 e fi nalmente de 0,1% 
entre os subgrupos 1 e 3.

DISCUSSÃO

No Brasil, a raiva apresenta diferentes 
níveis de endemicidade de acordo com a região. No 

Rio Grande do Sul, a raiva urbana, que é transmitida 
por cães domésticos, está erradicada desde 1988 
(BATISTA et al., 2007). Já a raiva dos herbívoros, 
transmitida por morcegos hematófagos Desmodus 
rotundus, continua endêmica, sendo, que em 2012 e 
2013, foi registrada a maior incidência de casos desde 
a década de 80. O presente estudo descreve um surto 
de raiva bovina ocorrido no fi nal do outono e inverno, 
abrangendo 22 propriedades na região central do Rio 
Grande do Sul, onde foram identifi cadas 27 amostras 
positivas para o RabV. Dentre as 32 amostras 
analisadas, 27 resultaram positivas. Esse número 
revela-se atípico quando comparado com a casuística 
observada no Setor de Virologia da UFSM no período 
de 2001 a 2011, quando foram examinadas 96 
amostras suspeitas e 31 resultaram positivas. Ou seja, 
o presente surto resultou em número de positivos 
equivalente ao total diagnosticado no SV/UFSM nos 
10 anos anteriores.

Além da área central do Rio Grande do 
Sul, outras regiões apresentaram um crescimento no 

Figura 1 - Mapa obtido pela plotagem dos pontos de localização geográfi ca das propriedades. 
Marcadores indicam a localização das propriedades; setas indicam localização das 
furnas (F1 e F2).
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número de casos de raiva bovina nos últimos anos. 
Entre os meses de janeiro e junho de 2013, cerca de 
quatro mil bovinos morreram em decorrência de raiva. 
Somando-se os dados de 2011 a 2013, esse número 
se aproxima dos 30 mil (SEAPA, 2013). Somente em 
perdas diretas, os prejuízos estão estimados em 30 a 
40 milhões de reais. Eventos como este podem estar 
relacionados a um aumento na população de morcegos 
hematófagos (LORD, 1988) e também a fatores 
ambientais, além da oferta de alimento (LEE, 2012). 
Os casos descritos neste estudo ocorreram após um 
longo período de estiagem no RS (2010-2011), em que 
a região central do Estado passou pelo maior período 
de seca dos últimos 60 anos (AGRICULTURA, 2012). 
Outros fatores, como a alta densidade populacional de 
bovinos na região e a pequena distância entre as furnas/
abrigos e os rebanhos podem também ter contribuído 
para esses casos (GOMES et al., 2010). É possível 
que a longa estiagem, somada ao desmatamento e à 
ocupação desordenada de áreas antes preservadas, 
tenham gerado mudanças ambientais que resultaram em 
um aumento na população de morcegos hematófagos 
e, consequentemente, no grande número de casos de 
raiva observado.

Em nível de Estado, além do aumento 
explosivo do número de casos, a ocorrência de raiva 
tem se expandido geografi camente, passando a afetar 
áreas até então indenes (ou hipoendêmicas), como 
a fronteira oeste e região da campanha (SEAPA, 
2013). As causas dessa expansão são desconhecidas 
até o presente, mas provavelmente envolvem 
questões ecológico-ambientais que afetam a biologia 
e comportamento dos quirópteros. Diante desse 
aumento na incidência de raiva em bovinos no RS, as 
atuais recomendações para o controle da doença no 
Estado deveriam ser revisadas.

As propriedades foco concentraram-se 
dentro de um raio de 4,7km e possuem proximidade 
com o Rio Jacuí. Dentro dos limites geográfi cos do 
surto, também existem duas furnas catalogadas pelo 
serviço de combate a morcegos hematófagos da 
Secretaria de Agricultura do RS. Tais distâncias estão 
dentro do raio de vôo dos Desmodus rotundus, que 
geralmente buscam alimento dentro de um raio de 2 a 
7km do seu abrigo (ARELLANO, 1988). Além disso, 
condições climáticas favoráveis, presença de abrigos 
naturais (furnas, matas) ou artifi ciais e presença 

Figura 2 - Árvore fi logenética construída pelo método de maximum likelihood com o modelo de substituição 
GTR (G + I) 5.0. A confi abilidade foi avaliada com bootstrap de 1.000 repetições, baseada na 
sequência de 1218 nucleotídeos da região codifi cante da nucleoproteína do RabV. 
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de bovinos contribuem para a ocorrência da raiva 
(BARROS et al., 2006).  

As diferenças de nucleotídeos apresentadas 
pelas amostras analisadas são pouco signifi cantes. 
Sendo assim, sugere-se que as oito amostras (sete 
idênticas entre si e uma com alteração de um 
nucleotídeo) tenham origem comum, ou seja, sejam 
originadas de um mesmo vírus ou sublinhagem viral.  
Por outro lado, as amostras que contêm mutação com 
alteração de aminoácido (SV 214/12, SV 336/12 
e SV 529/12) possivelmente pertençam a outra 
sublinhagem, indicando a circulação de mais de uma 
linhagem do RabV na região.

A identifi cação de três subgrupos da 
linhagem genética de RabV de morcegos hematófagos 
Desmodus rotundus indica a co-circulação dessas 
sublinhagens na região. Essas linhagens podem ter 
origem em três colônias de morcegos (cada uma 
mantendo uma sublinhagem) ou, eventualmente, 
a manutenção de mais de uma sublinhagem do 
vírus em uma mesma colônia. A identifi cação de 
três sublinhagens do RabV pode ainda ser refl exo 
de mutações totalmente aleatórias, características 
de vírus com genoma RNA.  Para o conjunto de 
amostras analisadas, é difícil confi rmar ou refutar 
essas hipóteses, principalmente pelo fato de a análise 
ter se restringido a amostras obtidas do hospedeiro 
terminal, os bovinos. 

CONCLUSÃO

Três sublinhagens do RabV de Desmodus 
rotundus foram identifi cadas nos surtos ocorridos na 
região central do RS, em 2012.
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