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Raiva em bovinos na Regido Sul do Rio Grande do Sul:
epidemiologia e diagndstico imuno-histoquimico?
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A retrospective study of paralytic rabies in cattle in southern Rio Grande do Sul, Brazil,
diagnosed from 1978 to 2007 by the Regional Diagnostic Laboratory (LRD) of the Veterinary
School, Federal University of Pelotas (UFPel), with 77 outbreaks or isolated cases of
paralytic rabies in cattle, is reported. A study of 11 outbreaks of rabies, observed from
2008 to 2010 in the same region, where 42 cattle aged 1-6 years died from a total of 686 at
risk, with a clinical course of 4 to 14 days, was also made. The morbidity of all outbreaks
diagnosed from 1978-2010 ranged from 0.37% to 20%; 24 cases occurred in autumn, 7 in
spring, 14 in summer, and 16 in winter. The diagnosis was achieved by epidemiology,
clinical signs and histological lesions. Immunohistochemistry using rabies virus polyclonal
antibody was positive in all cases. In two cases non-suppurative meningoencephalitis
was not observed, and the diagnosis was confirmed by immunohistochemistry. This
technique is an important tool for the diagnosis of rabies and should be used in all suspected
cases in which no evidence of encephalitis is observed.

INDEX TERMS: Paralytic rabies, cattle, epidemiology, immunohistochemistry, Rio Grande do Sul.

RESUMO.- Foi realizado um estudo retrospectivo de ca-
sos de raiva paralitica em bovinos na area de influéncia do
Laboratério Regional de Diagndstico (LRD) da Faculdade
de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas (UFPel),
ocorridos em 1978-2007. Foram estudados também 11
surtos de raiva observados em 2008-2010, na mesma re-
gido. Neste periodo morreram 42 animais de um total de
686 sob risco. A idade dos animais foi de 1-6 anos e o
curso clinico de 4-14 dias. No estudo retrospectivo de 1978-
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2007 foram identificados 77 surtos ou casos isolados de
raiva paralitica em bovinos. A morbidade em todos os sur-
tos diagnosticados em 1978-2010 variou de 0,37% a 20%.
Vinte e quatro casos ocorreram no outono, sete na prima-
vera, 14 no verao e 16 no inverno. O diagnéstico foi reali-
zado pela epidemiologia, sinais clinicos e lesdes histologi-
cas observadas. No estudo dos casos de raiva paralitica
em bovinos ocorridos a partir de 2008, o diagndstico foi
confirmado pela técnica de imuno-histoquimica utilizando
anticorpo policlonal anti-virus rabico. Em dois destes ca-
sos ndo foi observada meningoencefalite ndo-supurativa,
porém a imuno-histoquimica demonstrou a presenca do
antigeno viral. Esta técnica € uma importante ferramenta
para o diagnéstico de raiva, devendo ser utilizada em to-
dos 0s casos suspeitos nos quais ndo se evidenciam le-
sOes de encefalite.

TERMOS DE INDEXACAO: Raiva paralitica, bovinos, epide-
miologia, imuno-histoquimica, Rio Grande do Sul.
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INTRODUCAO

Doencas de bovinos que afetam o sistema nervoso cen-
tral (SNC) ou que causam sinais clinicos neurolégicos séo
frequentemente diagnosticadas no Rio Grande do Sul (Riet-
Correa et al. 1998, Sanches et al. 2000).

A raiva € uma enfermidade neuroldgica viral, invaria-
velmente fatal, mais frequente em bovinos no Brasil (Pei-
xoto 1998, Lima et al. 2005). Ha duas variantes do virus
detectadas no Brasil: (1) uma associada ao ciclo urbano,
isolada de cées, gatos e humanos e que causa a forma
furiosa de raiva; (2) outra associada ao ciclo silvestre da
doenca, isolada de bovinos e morcegos e que causa a
forma paralitica de raiva (lto et al. 2001, Heinemann et al.
2002, Kobayashi et al. 2006). Sendo esta Ultima endémica
em varias regides do pais em bovinos, como no Estado do
Rio Grande do Sul (Sanches et al. 2000, Silva et al. 2006).
As perdas anuais de bovinos por raiva sdo estimadas em
aproximadamente 850.000 cabecas, que equivalem a apro-
ximadamente 17 milhdes de délares (Lima et al. 2005).

Na Ameérica do Sul a raiva dos herbivoros ocorre em
surtos ciclicos, reaparecendo com periodicidade de 3-7 anos,
e é geralmente transmitida pelo morcego hematéfago
Desmodus rotundus (Hudson et al. 1996, Barros et al. 2006).
As condicdes climaticas favoraveis, a presenca de abrigos
naturais e artificiais e a distribuicdo da populacdo de bovi-
nos sao os fatores responsaveis pela estabilidade enzodtica
da raiva numa determinada regido (Barros et al. 2006).

No periodo entre 1978 e 2007 de um total de 5.107
materiais de bovinos examinados, provenientes da area
de influéncia do Laboratério Regional de Diagnostico (LRD),
497 (9,7%) cursavam com sinais clinicos relacionados ao
SNC. Destes, 77 (15,49%) foram diagnosticados como
raiva. As mais altas incidéncias da doencga ocorreram nos
anos de 1978 e 1979, com 27 e 28 casos respectivamente
(Riet-Correa et al. 1983). A partir dai foram observados
poucos casos esporadicos até o ano 1995 (Schild et al.
1996). Em um levantamento dos casos de raiva, realizado
no Rio Grande do Sul, no periodo de 1985 a 2007, a maio-
ria era de origem bovina, com um maior nimero de casos
positivos no ano de 1986, com uma sensivel queda nos
anos seguintes, ocorrendo de forma ciclica nas regides
endémicas, limitados a populacéo de morcegos (Teixeira
et al. 2008).

A doenga pode cursar com uma forma clinica paralitica
e uma furiosa. No Brasil, bovinos desenvolvem geralmen-
te a forma paralitica (Summers et al. 1995, Langohr et al.
2003, Fernandes & Riet-Correa 2007) com paralisia e
hipoestesia dos membros pélvicos e paralisia flacida da
cauda.

As alteragBes patolégicas importantes na raiva sédo mi-
croscopicas e incluem meningoencefalite e meningomieli-
te com acumulos perivasculares de linfécitos, e em menor
grau, macréfagos e plasmécitos, associadas com ganglio-
neurite nos ganglios e nervos cranianos e espinhais (Lan-
gohr et al. 2003, Rech et al. 2006, Maxie & Youssef 2007).
As lesdes inflamatorias ocorrem principalmente no tronco
encefalico, cerebelo e medula espinhal (Langohr et al. 2003,
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Fernandes & Riet-Correa 2007), hipocampo e ganglio de
Gasser (Jones et al. 2000), podendo ser discretas e até
mesmo ausentes (Maxie & Youssef 2007). Inclus@es aci-
dofilicas intracitoplasmaticas sé@o caracteristicas da do-
enca e podem ser encontradas em diferentes areas do SNC
de bovinos, porém sao mais frequentes nos neurénios de
Purkinje do cerebelo e no ganglio de Gasser (Langohr et
al. 2003, Lima et al. 2005, Barros et al. 2006, Maxie &
Youssef 2007).

A confirmacao de raiva € baseada no teste de imuno-
fluorescéncia direta (IFD) em tecidos frescos ou congela-
dos pela sua rapidez e acuracia (Zimmer et al. 1990,
Teixeira et al. 2008), outro teste mais especifico € a inocu-
lac&o intracerebral em camundongos, porém é muito de-
morado, se comparado a IFD (Germano et al. 1977). Atual-
mente € utilizada a técnica de imuno-histoquimica como
ferramenta importante no diagnostico para raiva, especial-
mente quando os tecidos frescos ndo sao mais disponi-
veis, quando 0s espécimes precisam ser transportados
por longas distancias para serem submetidos ao exame
ou nas situacdes em que a raiva ndo era suspeita (Pedroso
et al. 2008, Rissi et al. 2008, Pedroso et al. 2009).

Os objetivos deste trabalho foram descrever a epide-
miologia dos surtos de raiva bovina observados na area de
influéncia do LRD/UFPel entre os anos de 1978 e 2010,
bem como avaliar a utilizacao da técnica de imuno-histo-
quimica para o diagndstico da doenca.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados surtos de raiva paralitica em bovinos ocorri-
dos em trés municipios da area de influéncia do Laboratério
Regional de Diagnostico (LRD) da Faculdade de Veterinaria
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), de maio de 2008
a abril de 2010. Foi realizado, também, um estudo retrospecti-
vo dos casos de raiva ocorridos na regido de influéncia do
LRD em 1978-2007, mediante consulta aos protocolos de ne-
cropsia arquivados para obtencé@o de dados epidemioldgicos.

Os dados epidemioldgicos e sinais clinicos dos casos di-
agnosticados a partir de 2008 foram obtidos junto aos proprie-
tarios e/ou veterinarios da Secretaria da Agricultura da regiéo.
Foram realizadas seis necropsias e recebidas quatro cabecas
para retirada do encéfalo e processamento histologico. Dos
bovinos necropsiados foram coletados fragmentos de 6rgéaos
das cavidades abdominal e toracica, SNC e o monobloco
ganglio de Gasser, rete mirabile carotidea e hipdfise. Todo o
material foi fixado em formalina tamponada 10%, processado
rotineiramente para exame histopatoldgico, incluido em para-
fina, cortado a 5um de espessura e corado pela hematoxilina-
eosina. Secdes de cerebelo, bulbo, ponte e ganglio de Gasser
foram cortadas com 4um e submetidas a técnica de imuno-
histoquimica em laminas positivadas, utilizando anticorpo po-
liclonal (anti-rabies polyclonal Chemicon #5199) recomenda-
do para imunofluorescéncia direta adaptado de Rech (2007),
na diluicdo de 1:1000. Fragmentos de coértex frontal, talamo,
cerebelo e medula espinhal dos bovinos necropsiados nos
surtos de raiva diagnosticados entre 2008 e 2010 foram reme-
tidos a Secretaria da Agricultura da regido para realizacéo de
imunofluorescéncia direta (IFD) e prova biolégica no Instituto
de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF).
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Quadro 1. Dados epidemiolégicos dos surtos de raiva bovina, observados a partir de 2008
na area de influéncia do LRD, Pelotas, RS

Surto Municipio Dia/Més/ Idade Raca Animais Morbidade  Mortalidade
Ano (anos) sob risco n(%)

1 Pelotas 10/05/08 3 Holandés 115 3(2,61) 3
2 Pelotas 04/06/08 1 Holandés 5 1(20) 1
3 Pelotas 10/06/08 2 Jersey 17 1(5,88) 1
4 Pelotas 16/08/08 Ni Cruza 130 6(4,61) 6
5 Pelotas 03/09/09 1 Jersey 9 1(11) 1
6 Pelotas 10/09/09 Ni Jersey 16 2(12,5) 2
7 Pelotas 14/09/09 5 Jersey 12 3(25) 3
8 Morro Redondo 19/10/09 2 Jersey 12 1(8,33) 1
9 Cangucl 26/02/10 6 Cruza 140 20(14,28) 20
10 Cangucl 18/03/10 5 Hereford 117 3(2,56) 3
11 Cangucl 07/04/10 5 Cruza 113 1(0,88) 1

Ni = néo informado.

RESULTADOS

Os 11 surtos de raiva, entre maio de 2008 e abril de 2010,
ocorreram nos municipios de Pelotas, Morro Redondo e
Cangucu, Rio Grande do Sul. Nesse periodo morreram 42
animais de um total de 686 sob risco. A idade dos animais
foi de 1-6 anos e o curso clinico de 4-14 dias. Os dados
epidemioldgicos de cada um dos surtos sao apresentados
no Quadro 1.

O estudo retrospectivo de 1978-1995 revelou 77 surtos
ou casos isolados de raiva paralitica em bovinos. De 27
casos registrados no relatério anual do Laboratério Regio-
nal de Diagnostico (Riet-Correa et al. 1983) os protocolos
de necropsia dos anos de 1978 e 1979 néo foram localiza-
dos. A morbidade variou de 0,37% a 14,31%. Com relacdo
a época do ano 24 casos ocorreram no outono, 16 no in-
verno, sete na primavera e 14 no veréao.

A distribuicdo dos casos de raiva diagnosticados em
bovinos no LRD/UFPel nas diferentes estacdes do ano é
apresentada na Figura 1.

A forma clinica observada foi a paralitica. Os sinais
clinicos caracterizaram-se por apatia ou inquietagdo, mu-
danga de comportamento, incoordenag&o motora, seguida
de paresia e paralisia inicialmente dos membros pélvicos
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Fig.1. Distribuicdo dos casos de raiva paralitica em bovinos
diagnosticados em 1978-2010 na area de Influéncia do
Laboratério Regional de Diagnéstico, UFPel, Pelotas, RS,
de acordo com a estacéo do ano.

Primavera

Fig.2. Bovino com sinais clinicos de raiva. Observa-se debili-
dade dos membros pélvicos.

AL AR\ A & 508 i 2
Fig.3. Neurdnio de Purkinje com imunomarcacgéo positiva pela
técnica de imuno-histoquimica. Método biotina-estreptavi-
dina-peroxidase, contra-corado com hematoxilina, obj.40x.

(Fig.2), decubito, movimentos de pedalagem, opistétono e
morte. Em uma propriedade os animais haviam sido vaci-
nados contra raiva trés semanas antes do inicio da doen-
¢a. Nas necropsias de dois bovinos havia apenas hiperemia
dos vasos leptomeningeos, nos demais nao foram obser-
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vadas alteragdes macroscopicas. Histologicamente obser-
vou-se no encéfalo de oito bovinos, meningoencefalite lin-
foplasmocitéria principalmente no tronco encefalico e
cerebelo. Focos de gliose eram observados nessas areas.
Havia, também, necrose neuronal incluindo neurdnios de
Purkinje do cerebelo e neurénios dos nucleos do tronco
encefalico, associados a inclus®es eosinofilicas intracito-
plasmaticas (corpusculos de Negri) em 8 casos. Essas
inclusdes ocorriam em varias regidées do encéfalo, mas
eram mais facilmente observadas em grandes neurbnios
como os de Purkinje e os neurdnios dos nucleos do tronco
encefélico. Ganglioneurite ndo-supurativa foi observada em
todos os casos que tiveram o ganglio de Gasser examina-
do, com variados graus de degenerac¢ao e necrose de neu-
rénios, neuronofagia, cromatélise neuronal, inclusées eo-
sinofilicas intracitoplasméticas e formacgéo de nddulos de
Babes. Em dois casos (Surtos 9 e 11) no exame histolégi-
co ndo havia meningoencefalite e em um caso (Surto 9)
foram observados apenas corpusculos de inclusao intraci-
toplasmaticos nos neurbnios de Purkinje. Na técnica de
imuno-histoquimica realizada em dez casos, verificou-se
a presencga de antigeno viral no pericario e axénios de neu-
rénios que se apresentava como um agregado Unico oval
ou redondo ou multiplos com pequenos granulos (Fig.3).

Dos 11 materiais que foram encaminhados para reali-
zacao de IFD e de prova biolégica, 9 foram positivos inclu-
indo os dois casos nos quais nao foram observadas le-
sBes histoldgicas. Em dois materiais essas provas ndo
foram realizadas.

DISCUSSAO

O diagnéstico de raiva foi realizado com base nos sinais
clinicos, dados epidemioldgicos, achados histopatolégicos
e pela deteccdo do antigeno viral pela técnica de imuno-
histoquimica.

Tem sido mencionado que araiva pode ocorrer em qual-
quer época do ano (Lima et al. 2005, Barros et al. 2006).
Em um levantamento realizado na Regi&do Central do Rio
Grande do Sul o maior nUmero de casos foi observado na
primavera e verdo (Rech et al. 2006). Por outro lado, os
surtos observados na érea de influéncia do LRD-UFPel
foram mais frequentes no outono, embora tenham ocorrido
em todas as estac@es do ano. No Mato Grosso do Sul tem
sido mencionado que existe tendéncia da raiva ser sazo-
nal com o maior nimero de casos ocorrendo no outono.
Isso seria devido ao ciclo biolégico do morcego, cujo aca-
salamento é na primavera. Neste periodo haveria aumento
da transmisséo do virus entre as col6nias. O pico de sur-
tos ocorreria no outono em funcéo do periodo de incuba-
¢8o da doenca nos morcegos e nos bovinos agredidos (Mori
& Lemos 1998).

Houve sensivel reducéo dos casos de raiva ha regiao de
influéncia do LRD a partir do ano 1980. Isso provavelmente
ocorreu devido a que um grande nimero de surtos diagnos-
ticados e divulgados entre 1978 e 1979 levou a vacinacdo
em massa dos rebanhos nessa regido do Estado e o con-
trole da enfermidade (Riet-Correa et al. 1983). Além disso, 0
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combate ao morcego hematofago foi intensificado no mes-
mo periodo. Um estudo epidemioldgico sobre a ocorréncia
de raiva no Estado do Rio Grande do Sul entre 1985 e 2007
menciona a gradual redugao no nimero de casos a partir de
1987 até 1996 (Teixeira et al. 2008).

Por outro lado no Rio Grande do Sul a raiva bovina é
endémica (Sanches et al. 2000, Teixeira et al. 2008), ten-
dendo a ser ciclica e reaparecendo com periodicidade de
aproximadamente 7 anos (Barros et al. 2006) ou 8 a 11
anos (Roehe et al. 1987). Isso se deve aparentemente ao
maior nimero de morcegos infectados nos picos da doen-
¢a nos herbivoros, ocorrendo periodo de declinio, para re-
povoamento e re-infeccao das coldnias de morcegos, ja
gue o crescimento das mesmas € lento (Barros et al. 2006).
Na Regido Sul do Estado, que corresponde a area de influ-
éncia do LRD a doenca néo foi diagnosticada em um peri-
odo de 12 anos, a ndo ser por Unico caso confirmado por
imunofluorescéncia e prova bioldgica no Instituto de Pes-
quisas Veterinarias Desidério Finamor no ano 2000 e que
nao foi encaminhado a histopatologia (Schuster 2010). Com
o desaparecimento da doenca, a vacinacao foi gradual-
mente deixando de ser utilizada pelos proprietarios, fican-
do novamente a populagéo bovina exposta ao virus e rea-
parecendo novos casos a partir do ano 2008.

No presente trabalho chama a atencdo que em dois
casos examinados pela histologia ndo havia meningoen-
cefalite ndo supurativa caracteristica da doenca no siste-
ma nervoso central dos bovinos afetados. Nestes casos o
diagnostico foi realizado pela imunomarcagao positiva com
anticorpo anti-rabico. Les@es discretas ou auséncia de le-
sBes em casos de raiva tém sido mencionadas. Aparente-
mente a extensdo e severidade das lesdes seriam o refle-
X0 da duracéo dos sinais clinicos (Maxie & Youssef 2007).
No presente trabalho, nos casos nos quais néo foram ob-
servadas les@es histoldgicas, a evolucdo dos sinais clini-
cos foi de 3-4 dias e nos demais casos a evolucao foi de
4-14 dias. Apesar de poucos casos parece existir tendén-
cia de ndo serem observadas lesdes histologicas nos ca-
sos de evolucdo clinica mais curta.

Os sinais clinicos da raiva em bovinos sdo comuns a
diversas doencas que causam sinais neurolégicos e ocor-
rem na area de influéncia do LRD. O diagndstico diferenci-
al pode ser feito pelas les@es histoldgicas que sdo diferen-
tes em cada uma dessas doencas. Além disso, em algu-
mas lesBGes observadas na necropsia podem sugerir, tam-
bém, a causa da morte, como em casos de intoxicacdo
por Senecio spp., que apresenta lesdes macroscopicas
caracteristicas (Grecco et al. 2010).

Deve salientar-se que a auséncia de lesdes histolégi-
cas em dois casos de raiva diagnosticados pela marcacao
positiva na imuno-histoquimica sugere que essa técnica
deveria ser utilizada em todos 0s casos suspeitos e que
nao evidenciam lesGes no exame histolégico. No caso de
botulismo e tétano, que nao causam lesdes histoldgicas,
a epidemiologia e os sinais clinicos caracteristicos permi-
tem o diagndéstico diferencial. No entanto, quando o mate-
rial € encaminhado pelo médico veterinario e a descrigdo
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dos sinais clinicos ndo é suficientemente clara, ou quando
o0 sistema nervoso central € encaminhado formolizado, a
imuno-histoquimica pode ser uma ferramenta segura para
o diagnéstico. Esta técnica tem sido utilizada em outros
laboratdrios com excelentes resultados e apresenta a mes-
ma sensibilidade da imunofluorescéncia direta utilizada
como técnica padréo para o diagndstico desta enfermida-
de (Rissi et al. 2008, Pedroso et al. 2008, Pedroso et al.
2009, Stein et al. 2010).
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