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meio do levantamento de abrigos e popula¢es de morcegos hematdfagos e da
diversidade da quiropterofauna na regido de Presidente Prudente. 2021. 73 f.
Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegécio) —
Instituto Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de
Agricultura e Abastecimento do Estado de S&o Paulo, 2021.

RESUMO

Estima-se que a ordem dos quirdpteros contribua com cerca de um quarto das espécies
de toda a fauna brasileira de mamiferos. Apresentam grande importancia nos
ecossistemas, inclusive no urbano, sendo excelentes polinizadores, controladores de
insetos entre outras varias funcdes para a cadeia alimentar. Algumas espécies sdo uma
ameaca a saude publica. Frequentemente os abrigos de morcegos estdo proximos a
criacdo de animais domésticos ou a edificacfes utilizadas por pessoas e animais de
companhia. Essa proximidade pode ocasionar a transmissdo de diversas enfermidades,
dentre elas a Raiva, especialente pelos morcegos de habitos hematdfagos, que
desempenham, importante papel como reservatdrios e agentes transmissores do virus
que causa essa doenca. O presente trabalho objetivou a identificacdo e levantamento de
abrigos utilizados por morcegos hematdéfagos (Desmodus rotundus) e um levantamento
de espécies de morcegos urbanos, a fim de verificar a presenca do virus da Raiva,
detectar a presenca de anticorpos antirrdbicos e associar os resultados para entender o
perfil epidemioldgico da Raiva na regido de Presidente Prudente. Para isso, o trabalho
foi dividido em duas etapas. Na parte rural foi realizado um levantamento de abrigos e a
busca ativa nas rodovias da regido, sendo todos eles georeferenciados. Foram
encontrados 48 abrigos e destes, apenas quatro encontravam-se ativos. Dois abrigos
apresentaram somente Desmodus rotundus e outros dois apresentaram
compartilhamento, sendo que em um deles se observou a presenca das seguintes
espécies: D. rotundus, Carollia perspicillata e Chrotopterus auritus e no outro abrigo,
D. rotundus e C. perspicillata. Nas coldnias onde havia compartilhamento do abrigo
entre D. rotundus e outras espécies de morcegos, foi coletado um espécime de cada
espécie. Na parte urbana foram selecionados nove pontos de coletas dentro da cidade e
um espécime de cada espécie de cada ponto foi coletado. Foram coletados um total de
163 morcegos de 17 espécies, sendo oito delas registradas na area urbana de Presidente
Prudente pela primeira vez. Os morcegos capturados foram encaminhados ao
Laboratorio de Raiva de Presidente Prudente, onde foram coletadas amostras de sangue,
sendo posteriormente anestesiados e eutanasiados. Amostras de tecido cerebral foram
submetidas aos testes de imunofluorescéncia direta e cultivo celular. Todas as amostras
foram 100% negativas. Anticorpos séricos foram mensurados, apresentando uma
variacao de 0,07Ul/mL a 0,87 Ul/mL. Foi realizada a pesquisa de Lyssavirus na gordura
marrom. Entretanto, somente um morcego da especie Phyllostomus discolor, apresentou
resultado positivo, cujo sequenciamento mostrou ser a variante AGV,, sendo este o
primeiro relato no Brasil O presente trabalho contribui para a prevencédo, protecdo e
promoc&o a saude publica por meio da vigilancia que se fez por meio do monitoramento
da circulacdo do virus na regido estudada.

Palavras-chave: = Mamiferos, Lyssavirus, Epidemiologia, Saude Publica



RODENAS, Luiza Cristina Savio. Study of the epidemiological cycle of the rabies
virus, through a survey of shelters and populations of vampire bats and the
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ABSTRACT

It is estimated that the bat order contributes to about a quarter of the species of all
Brazilian mammal fauna. They have great importance in ecosystems, including urban
ones, being excellent pollinators, insect controllers, among other functions for the food
chain. Some species are a threat to public health. Bat shelters are often close to the
breeding of domestic animals or buildings used by people and companion animals. This
proximity can cause the transmission of several diseases, including rabies, especially by
bats with hematophagous habits, which play an important role as reservoirs and
transmitting agents of the virus that causes this disease. The present work aimed to
identify and survey shelters used by vampire bats (Desmodus rotundus) and a survey of
urban bat species, in order to verify the presence of the rabies virus, detect the presence
of anti-rabies antibodies and associate the results to understand the epidemiological
profile of rabies in the Presidente Prudente region. For this, the work was divided into
two stages. In the rural area, a survey of shelters was carried out and an active search
was carried out on the region's highways, all of which were georeferenced. Forty-eight
shelters were found and of these, only four were active. Two shelters showed only
Desmodus rotundus and the other two showed sharing, and in one of them the following
species were observed: D. rotundus, Carollia perspicillata and Chrotopterus auratus,
and in the other shelter, D. rotundus and C. perspicillata. In colonies where there was
shared shelter among D. rotundus and other bat species, one specimen of each species
was collected. In the urban environment, nine collection points within the city were
selected and a specimen of each species from each point was collected. A total of 163
bats of 17 species were collected, eight of them registered in the urban area of
Presidente Prudente for the first time. The captured bats were sent to the Presidente
Prudente Rabies Laboratory, where blood samples were collected, and subsequently
anesthetized and euthanized. Brain tissue samples were submitted to direct
immunofluorescence and cell culture tests. All samples were 100% negative. Serum
antibodies were measured, ranging from 0.07Ul/mL to 0.87Ul/mL. The search for
Lyssavirus in brown fat was carried out. However, only one bat of the species
Phyllostomus discolor showed a positive result, whose sequencing proved to be the
variant AGV?2, this being the first report in Brazil. The present work contributes to the
prevention, protection and promotion of public health through surveillance carried out
by monitoring the circulation of the virus in the studied region.

Keywords: Mammals, Lyssaviruses, Epidemiology, Public Health
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1. INTRODUCAO

Os mamiferos, devido ao seu sistema nervoso altamente desenvolvido e sua
capacidade de adaptacdo, estdo presentes em diversos ambientes da terra e estima-se
que existam cerca de 5.400 espécies (HICKMAN, 2013). Os morcegos sdo 0s Unicos
dentro da classe dos mamiferos com capacidade de voo, devido aos seus bracos e méos
sustentados por membranas e os seus dedos alongados (BREDT et al., 2012).

Estima-se que a ordem dos quirdpteros representa cerca de um quarto de toda a
fauna brasileira, sendo assim, o segundo maior grupo de mamiferos (PERACCHI et al.,
2006). Os ultimos levantamentos dos morcegos que habitam o Brasil, totalizaram 180
espécies, agrupadas em nove familias e 68 géneros (REIS, 2017).

Os morcegos constituem um dos grupos mais diversificados em relagcdo aos
habitos alimentares, sendo: carnivoros, fitdfagos, insetivoros, piscivoros, onivoros e
hematofagos (REIS et al., 2007). Somente trés espécies apresentam habito alimentar
hematofago, Diphylla ecaudata Spix, 1823 e Diaemus youngi Jentink, 1893 que se
alimentam preferencialmente de sangue de aves e a terceira espécie denominada
Desmodus rotundus E. geoffroy,1810 que se alimenta de sangue de mamiferos. As trés
espécies pertencem a familia Phyllostomidae (OLIVEIRA et al.,2009).

Os abrigos diurnos utilizados por D. rotundus sdo sempre abrigos internos, nos
quais as suas colbnias sdo protegidas contra variacbes ambientais, como: luz,
temperatura, umidade e ventos. Na maioria das vezes, os abrigos sdo compartilhados
entre mais de uma espécie de morcegos (UIEDA, 2008).

O morcego hematofago, D. rotundus, tem importante papel como reservatério e
agente transmissor da Raiva, porém, o virus da Raiva tem sido isolado de vérias outras
espécies ndo hematofagas, principalmente no Estado de Sdo Paulo. A Raiva é uma
zoonose caracteristica dos mamiferos e possui ampla distribuigdo geografica mundial.
Entre os mamiferos, os carnivoros e 0s morcegos sdo considerados os principais agentes
transmissores da Raiva (MARTORELLI et al., 1996; UIEDA et al., 1996; ALBAS et
al., 2005; SODRE et al., 2010).

A Raiva é responsavel por enormes prejuizos econdmicos na America Latina,
sendo que a Raiva dos herbivoros causa um prejuizo anual de mais de 30 milhGes de
ddlares. No Brasil esse valor aproxima-se de 15 milhdes de dolares/ano, com a morte de
cerca de 40.000 cabecas bovinas (TEIXEIRA et al., 2015)
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Experimentos realizados na regido de Presidente Prudente mostraram que o virus
rébico continua circulando na regido com pelo menos trés variantes antigénicas e que a
coabitacdo de morcegos hemat6fagos com os ndo hematdfagos pode ter relacdo com a
disseminacéo do virus rabico (ALBAS et al., 2011).

Nos morcegos hematdfagos, o virus da Raiva tem um dos mais eficientes
veiculos de propagacgdo, uma vez que, para a sua alimentacdo se faz necessario o ataque
de outros animais, assim como de seus proprios parceiros em suas interacGes socais
(BREDT et al.,1996).

Em 2001, na regido de Presidente Prudente, houve um caso de Raiva humana,
em que uma mulher foi agredida por um gato, que provavelmente adquiriu o virus de
um morcego ndo hematdfago, portador da variante 3, que esta associada ao morcego D.
rotundus (KOTAIT, 2003).

O laboratorio do Polo da Alta Sorocabana, Presidente Prudente, SP, foi
credenciado pelo Ministério da Salude em 1995 para realizagdo do diagnoéstico
laboratorial da Raiva. A partir desse periodo vem desenvolvendo estudos (ALBAS et
al., 2005; 2011) sobre a ecologia e epidemiologia desta zoonose na regido oeste do
Estado de S&o Paulo.

No presente estudo € apresentado o levantamento de abrigos diurnos e o
monitoramento do virus rabico entre os morcegos da espécie D. rotundus e outras
espécies de morcegos que coabitam com eles.

O conhecimento destes fatores pode permitir formular hipteses mais sélidas
acerca da dindmica de transmissao da Raiva por quiropteros e subsidiar futuras politicas

de controle, tanto nas zonas urbanas como rurais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lyssavirus

De acordo com o Comité Internacional para Taxonomia de Virus (ICTV), os
virus do género Lyssavirus pertence a familia Rhabdoviridae. Essa familia abriga cerca
de 20 géneros de virus que sdo patdgenos de uma grande variedade de espécies,
incluindo animais vertebrados e invertebrados e plantas (ICTV, 2020).

O género Lyssavirus é classificado conforme suas propriedades antigénicas e as
suas relacbes filogenéticas; atualmente possui 16 gendtipos/espécies que sao
subdivididos em dois filogrupos. No filogrupo | estdo os gendtipos: virus (RABV),
Australian bat lyssavirus (ABLV), Duvenhage virus (DUVV), European bat lyssavirus 1
(EBLV-1), European bat lyssavirus 2 (EBLV-2), Aravan virus (ARAV), Khujand virus
(KHUV), Bokeloh bat lyssavirus (BBLV), Irkut virus (IRKV) e Gannoruwa bat
lyssavirus (GBLV). No filogrupo Il estdo trés gendtipos: Lagos bat virus (LBV),
Mokola virus (MOKYV) e Shimoni bat virus (SHIBV).

Os gendtipos West Caucasian bat Lyssavirus (WCBV), Ikoma virus (IKOV) e
Lleida bat lyssavirus (LLBV) nédo pertencem a nenhum filogrupo, pois eles divergem
caracteristicas com os outros dois. A distribuicdo dos membros do género Lyssavirus foi
exemplicado por (ICTV, 2020; SHIPLEY et al., 2019) conforme mostra a (Fig. 1).

Figura 1. Representacdo esquematica da classificacdo genotipica dos membros do género



21

Lyssavirus. Fonte: SHIPLEY et al., 2019

Os genomas do Lyssavirus contém apenas cinco genes de proteinas estruturais
(3-N-P-M -G - L-5"), mas apresentam uma longa regido 3' ndo traduzida apos o G
do RNA mensageiro. As particulas dos virions apresentam uma estrutura de (60-110 nm
x 130-250 nm), que é composta por duas estruturas: um nucleocapsidio helicoidal
interno de aproximadamente 50 nm de diametro, e um envelope lipidico. Essas
particulas apresentam propriedades constituidas por RNA (2% a 3%), proteina (67% a
74%), lipidios (20% a 26%) e carboidratos (3%). A molécula de RNA ¢é de fita simples
com aproximadamente 11,9 a 12,3 kb de comprimento (RUPPRECHT ET AL., 2002;
ICTV,2020) (Fig.2).

Nucleocapsideo helicoidal
(RNA mais a proteina N)

Figura 2. Representacdo esquemdtica do virus da Raiva. O genoma do virus da Raiva codifica
cinco proteinas: N — Nucleoproteina, P — Fosfoproteina, G - Glicoproteina (espiculas triméricas — cerca de
400 de aprox. de 6-7 nm cada) L — Polimerase e M - Proteina da matriz. Fonte: Internet

A veiculacdo dos Lyssavirus acontece durante agressdes de animais infectados
que introduzem o agente pela saliva nos tecidos expostos, onde multiplica-se e propaga-
se para nervos periféricos e migram até o sistema nervoso central, pois sao
neurotropicos essenciais, causando em seus hospedeiros um quadro de mieloencefalite
aguda. Uma vez manifestada nos hospedeiros, possui prognostico praticamente fatal
(HEMACHUDHA et al., 2013; KRISTENSSON; OLSSON, 1973; FOOKS et al., 2017)
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2.2 Caracterizacao geral da Raiva

A Raiva é uma antropozoonose viral, negligenciada, de grande importancia em
salde publica e veterinaria, registrada em cinco continentes e em mais de 150 paises
(WHO,2018).

O virus rabico pertence ao género Lyssavirus e pode afetar diversas espécies de
mamiferos. Dessa forma, existem alguns animais reconhecidos como potenciais
reservatorios do virus para humanos, com destaque para cdes domeésticos, gatos,
quirdpteros e canideos selvagens. Nas populacfes destes animais, o agente mantém-se
em ciclos de transmissao periddicos, favorecidos pelo prolongado periodo de incubacéao
(FINNEGAN et al., 2002; STONER et al., 2014).

O ciclo epidemiolégico da Raiva na natureza é mantido através de quatro ciclo
inter-relacionados: urbano, rural, silvestre aéreo e silvestre terrestre (Fig. 3). O ciclo
urbano refere-se a transmissdo do virus a cdes e gatos, que tem sido controlado por meio
da vacinacdo dos animais de companhia. O ciclo rural refere-se a Raiva dos herbivoros,
que envolve principalmente bovinos e equinos, na qual o principal transmissor é o
morcego hemato6fago, a prevencdo é feita através do controle do morcego hematéfago e
a vacinacdo dos animais. O ciclo aéreo e o silvestre referem-se a circulagdo do virus em
espécies silvestres. Em relacdo a espécie humana, todos os ciclos servem como fonte de
transmiss&o ao homem (RODRIGUEZ, 2007; SAUDE, 2019).

he oo

Ciclo aéreo

o~

Ciclo silvestre Ciclo rural

B Yo

Ciclo urbano

Figura 3. Ciclo epidemioldgico de transmissdo do virus da raiva. Fonte: Ministério da Saude,
2019
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2.3 Situacao epidemiolodgica e prejuizo econémico

Estima-se que ocorram no mundo, cerca de 55.000 mortes/ano em humanos
decorrentes de Raiva, com casos concentrados em paises da Africa e Asia, onde a
enfermidade apresenta carater reemergente (KNOBEL et al., 2005). Nas Américas, a
incidéncia de Raiva em humanos e caninos domesticos foi significativamente reduzida
nos Gltimos 10 anos, entretanto, o nimero de infecgbes detectadas em quirdpteros
manteve-se relativamente elevado e estes animais passaram a constituir o principal
reservatorio do virus no continente (ESCOBAR et al., 2015). Dados econémicos
estimam que os gastos com a doenca no mundo, pode chegar a 124 bilhdes de dolares
ao ano (ANDERSON; SHWIFF, 2015).

Segundo o Ministério da Saude do Brasil (2020), nos tltimos 30 anos, devido as
acOes de vigilancia e controle da Raiva, as taxas de mortalidade por Raiva humana no
Brasil vém diminuindo, sendo que os casos relatados sdo de carater esporéadico e
acidental. No periodo de 2010 a 2020, foram registrados 38 casos, conforme mostra o

gréfico a sequir (Fig.4).
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Figura 4. Taxa de mortalidade de Raiva humana por tipo de animal agressor (1986 — 2020). Fonte:
Ministério da Saude do Brasil, 2020.

Com a analise dos ultimos 5 anos, foi observado, por meio de analises
filogenéticas, que dos 23 casos de Raiva humana, um caso foi decorrente da variante
AgV1, tipica de c&o, sendo que em um caso ndo foi realizada a analise e todos o0s outros

ocorreram pela variante AgV3 de morcegos hematofagos (D. rotundus). Em relagdo ao
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animal agressor, 18 casos ocorreram em razdo de agressoes diretas por morcegos, trés
ap0s agressdo por gatos e dois por meio de contato com cées contaminados (SAUDE,
2020).

Segundo pesquisas, no Brasil circulam atualmente cerca de quatro variantes
(AgV) do genotipo RABV, que estdo associadas a alguns hospedeiros especificos:
AgV2 (céo), AgV3 (D. rotundus), AgV4 ( Morcego Tadarida brasiliensis) e AgV6
(morcego : Lasiurus cinereus) , além das 33 linhagens especificas do virus adaptadas
em espécies de morcegos (OLIVEIRA et al., 2010; ALBAS et al., 2011; MENOZZI et
al., 2017).

Os prejuizos econdmicos no setor da agropecuéaria sdo elevados, conforme os
dados de notificagdo da doenca disponiveis pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). Desde 1999 até 2019 foram registrados no Brasil 49.562
casos de raiva em animais no geral (Fig.5). Destes, 38.892 casos foram em bovinos.
Analisando os Gltimos 5 anos no Estado de Sao Paulo, houve uma queda no nimero de
casos da doengca em bovinos, mas observa-se que a doenga vem se mantendo

persistente (MAPA, 2020), (Tabela 1).

Distribuicio Temporal dos casos
Mil
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Figura 5. Distribuicdo dos casos de raiva no Brasil nos anos de 1999 a 2019. Fonte: MAPA,
2020

Tabela 1. Casos de Raiva em bovinos nos ultimos cinco anos no Brasil e no
Estado de Sao Paulo.

Ano Brasil Sao Paulo Espécie
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2015 1.151 72 Bovino
2016 780 46 Bovino
2017 945 125 Bovino
2018 785 113 Bovino
2019 1.077 76 Bovino
Total 4.738 432 Bovino

Fonte: MAPA,2020
2.4  Estudo sobre a Raiva na Regiéo

No municipio de Presidente Prudente os estudos sobre a epidemiologia da
doenca comecaram no ano de 1995, quando o Laboratério do Polo da Alta Sorocabana
da Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios (APTA), foi credenciada pelo
Ministério da Saude para o diagnostico laboratorial da Raiva. O pesquisador cientifico
Dr. Avelino Albas, desde entdo, até o ano de 2015, implementou trabalhos sobre a perfil
epidemioldgico e diagnostico laboratorial, contribuindo para entender a circulagdo do
virus no oeste do Estado de Sao Paulo (ALBAS et al., 2005).

Entre os anos de 1995 a 2015 foram realizados na regido 9.624 diagndsticos de
animais que apresentaram sintomas para a doenga, com 111 amostras positivas, sendo
31 referentes a bovinos, trés a equinos e 77 pertencentes aos morcegos nao
hematofagos. As demais amostras ndo apresentaram positividade para a raiva (ALBAS
etal., 2018).

Segundo pesquisas sobre a distribuicdo temporal dos casos positivos da Raiva na
regido, visando entender o periodo de circulacdo do virus, observou-se que entre 0s anos
de 2001 a 2011 houve uma notavel circulacdo, havendo um pico no ano de 2002 (Fig.
6), que possivelmente estd relacionado a ocorréncia de um caso de Raiva humana no
municipio de Dracena no ano anterior, aumentando assim, a vigilancia e o namero de
amostras enviadas para diagnostico (CHRISTOFOLLI, 2020).
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Figura 6. Série temporal histérica a contagem de diagndstico positivos para a Raiva nos anos de
1996 a 2015, no municipio de Presidente Prudente. Fonte: CHRISTOFOLLI, 2020.

2.5 Importancia dos quirdpteros na veiculagédo do virus

Morcegos sao reconhecidos como transmissores de diversas enfermidades, com
destaque para o morcego-vampiro (D. rotundus), principal reservatorio da Raiva na
Ameérica do Sul, tanto para humanos como em animais, em razdo dos habitos
alimentares altamente especializados, baseados exclusivamente na hematofagia
(GONCALVES; SA-NETO; BRAZIL, 2002). Esta espécie de morcego costuma
compartilhar nichos naturais com outras espécies ndao hematéfagas, o que favorece a
veiculacdo do virus rabico para quirdpteros de habitos insetivoros e frugivoros. No
Brasil, a infeccdo foi demonstrada em mais de 40 espécies, com destaque para
quirdpteros das familias Vespertilionidae e Molossidae (SODRE; GAMA; ALMEIDA,
2010).

A disseminacdo do virus rabico na populacdo de morcegos esta intimamente
relacionada aos fatores extrinsecos ambientais, destacando-se preponderantemente, a
disponibilidade de presas para hematofagia e de abrigos para a manutencdo das
coldnias. A presenca de presas, notadamente herbivoros domésticos, tem influenciado
fortemente a migracdo de morcegos hemat6fagos dos nichos naturais silvicolas para
zonas com grandes efetivos de rebanhos bovinos, animais abundantes nas zonas
agropastoris da América Latina. Desta forma, encontra-se ampla e farta disponibilidade
de alimento no territorio brasileiro, que detém um dos maiores efetivos bovinos do
mundo (STONER-DUNCAN; STREICKER; TEDESCHI, 2014).

Com relacdo a disponibilidade de abrigos, verifica-se que morcegos tendem a
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colonizar regides favoraveis a instalacdo e a manutencao das colénias, incluindo abrigos
naturais proporcionados por relevo acidentado e abrigos artificiais (DIAS et al., 2011).

A selecdo de abrigos feita pela espécie D. rotundus, pode ocorrer pela
proximidade com a fonte de alimentacdo ou por decorréncia de elementos naturais,
sendo eles: agua e a borda de fragmentos, porém uma vez ocupando um espago como
abrigo, normalmente sdo fiéis por longos periodos. Quando individuos mudam de
abrigo, geralmente dirigem-se para outro nas proximidades (KUNZ; FENTON, 2003).

Segundo pesquisas com a finalidade de cadastrar e localizar abrigos de D.
rotundus, verificou que mais da metade dos locais utilizados sdo constru¢des humanas,
sendo assim, denominados abrigos artificiais, entre eles os mais utilizados
respectivamente séo: bueiros, pontes, manilhas de concreto, casas abandonadas, pocos,
galerias de agua, fossas e galpdo abandonados (NASSARDEN et al., 2016)

Estudos de caracterizacdo de abrigos de D. rotundus na regido de Adamantina -
SP, verificou que de 31 abrigos cadastrados no ano de 2012, 96% s&o abrigos artificiais
e encontraram coabitacdo de D. rotundus com outras espécies de morcegos. Trés
abrigos apresentaram coabitacdo com Carollia perspicillata Linnaeus, 1758 e um
abrigo coabitacdo de D. rotundus com Platyrrihinus lineatus E. Geoffroy,1810
(SANTANA, 2012).

O compartilhamento de abrigos de D. rotundus com outras espécies vem sendo
estudado em outras regides, tendo sido registrada coabitagdo com as seguintes espécies
de morcegos: Anoura caudifer E. Geoffroy,1818 , Glossophaga soricina Pallas, 1766,
Lonchorhina aurita Tomes, 1863, Lophostoma brasiliense Peters, 1866, Trachops
cirrhosus Spix,1823, Carollia perspicillata, Platyrrhinus lineatus, Histiotus velatus E.
Geoffroy, 1824 e Myotis riparius Handley, 1960 (BIAVATTI; COSTA; ESBERARD,
2015).

Entre os anos de 2006 a 2008 foram estudados 16 abrigos da 10° Regiéo
Administrativa do Estado de S&o Paulo (Tabela 2), que abrange um total de 31
municipios (ALBAS et al., 2011). Segundo o IBGE, o municipio de Presidente Prudente
¢ 0 maior em numero de habitantes com aproximadamente 228.743 habitantes
(PRESIDENTE PRUDENTE, 2020).

O estudo foi realizado numa acdo conjunta entre o Escritorio de Defesa
Agropecuaria (EDA) e o Laboratorio de Raiva de Presidente Prudente. O laboratorio do
Polo da Alta Sorocabana, Presidente Prudente, SP, foi credenciado pelo Ministério da

Saude em 1995 para realizacdo do diagnodstico laboratorial da Raiva. Os abrigos
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encontrados foram registrados com o auxilio de um aparelho Sensor Geografico de
Posicédo (GPS)

Tabela 2. Abrigos de morcegos visitados durante o experimento conduzido pelo
Laboratorio do Polo da Alta Sorocabana, Presidente Prudente, SP, no periodo de 2006 a
2008.

Abrigos Municipios Tipo

1 Pirapozinho Barracdo Subterréneo
2 Anhumas Tunel

3 Pirapozinho Tanel

4 Pirapozinho Tunel

5 Pauliceia Casa Abandonada
6 Regente Feijo Casa Abandonada
7 Rancharia Bueiro

8 Nantes Casa Abandonada
9 Indiana Casa Abandonada
10 Taciba Ponte

11 Estrela do Norte Bueiro

12 Martindpolis Casa Abandonada
13 Anhumas Casa Abandonada
14 Alvares Machado Casa Abandonada
15 Presidente Prudente Tunel

16 Presidente Bernardes Casa Abandonada

Fonte: Albas et al., 2011.
2.6 Resposta imune a Raiva em morcegos

Estudos baseados em ensaios experimentais com o D. rotundus sugerem que 0
desenvolvimento da enfermidade depende da via de inoculacdo viral e da dose
infectante (ALBAS et al., 2013; MORENO; BAER, 1980). Uma vez infectados, 0s
morcegos inicialmente reduzem o consumo de sangue, desenvolvendo desidratacéo,
para em seguida manifestar sinais neuroldgicos que incluem tremores e perda da
deambulacdo. A agressividade ndo é reconhecida como sinal clinico comum nestes
animais (AGUILAR-SETIEN et al., 2005; ALMEIDA et al., 2005).

Em infecgBes naturais, o virus rdbico afeta os morcegos de forma variavel.
Alguns animais expostos manifestam sinais da infecgéo viral, vindo a 6bito, enquanto
que, outros podem tornar-se imunes, apresentando soroconversdao. Modelos
epidemioldgicos sugerem que a probabilidade de um morcego exposto ao Vvirus
manifestar a enfermidade é de aproximadamente 10%, determinando longos periodos de
persisténcia na populacéo destes animais (BLACKWOOD et al., 2013).

Aparentemente, a imunidade coletiva adquirida nas coldnias de morcegos

infectados desfavorece a propagacdo do virus, que para manter-se endémico entre as
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populacdes destes mamiferos depende virtualmente da interacdo entre coldnias
(STREICKER et al., 2012). Acredita-se que este fato possa justificar a ocorréncia de
ciclos epidémicos de Raiva na populacdo de morcegos hematofagos da América do Sul
(DELPIETRO et al.,1972). Além da imunidade humoral, de forma similar a observada
em outras espécies, é possivel que a imunidade mediada por células tenha papel
fundamental na depuragédo viral no sistema nervoso (HIRAI et al., 1992; HOOPER et
al., 2011).

Os mecanismos determinantes na progressdo da enfermidade rébica em
morcegos sdo pouco conhecidos. Reconhece-se que o periodo de incubacdo pode
ultrapassar os 200 dias, e que a rota de infeccdo, dose infectante e soroconversao séo
fatores preponderantes para o estabelecimento da infecgdo clinica (DAVIS; DUPUIS;
RUDD, 2012). A infeccdo da Raiva é natural em todas as espécies de mamiferos e
geralmente causa uma doenca fatal aguda, apesar de anticorpos antirrabicos terem sido
detectados em espécies aparentemente saudaveis, incluindo o morcego vampiro
(WARRELL; WARRELL, 2004).

Quando a populacdo de quirépteros aumenta devido a uma fonte de alimento
abundante e uma escassez de predadores naturais, a superpopulacdo resultante gera
estresse, 0 que pode levar a uma ruptura no equilibrio interno da microbiota e, portanto,
facilitando assim, a transmisséo viral durante as lutas (KAHN, 2006).

Diante do exposto, verifica-se que sdo pouco conhecidos os fatores efetivamente

relacionados a progressao da enfermidade rabica em morcegos hemato6fagos.
2.7 Morcego em &reas urbanas

A urbanizacdo é o processo em que o espago rural se transforma em espaco
urbano. Este processo € uma das principais formas de mudanca no uso da terra e vem se
expandindo, especialmente no ultimo século, com o aumento acelerado da populacéo
humana (MILLER; HOBBS, 2002).

Uma das consequéncias ambientais do processo de urbanizacéo € a atracdo de
animais silvestres para as areas urbanas, onde conseguem alimento e abrigos para
sobreviverem. Devido a uma alimentagdo versatil, a ordem dos quirdpteros tem se
adaptado muito bem ao ambiente urbano (BRASIL, 1988; BRASIL, 2009).

Utilizam como fonte de alimento as espécies arbéreas plantadas nas areas

urbanas, assim como os insetos que sdo atraidos pela iluminagdo noturna, sendo as
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edificacOes Gtimas adaptacdes de abrigos para os quirdpteros (UIEDA et al, 1995).

Um estudo realizado sobre o status do conhecimento e a¢Ges para a conservacao
de morcegos urbanos, mostrou que pouco se conhece sobre a diversidade e a dinamica
das populaces como elas se estabelecem nesses ambientes. O pouco que se conhece é
referente a inventarios faunisticos e referente as espécies que sao enviadas ou coletadas
pelos 6rgdos de salde e/ou agricultura. Existe uma grande lacuna de informacéo
referente a0 comportamento; uso do habitat alterado, padrbes de deslocamentos,
preferéncias por abrigos, reproducéo e outros (PACHECO et al., 2010).

Apesar desses mamiferos trazerem muitos beneficios ecoldgicos para as cidades,
dependendo dos locais onde estdo localizadas as suas colbnias e a quantidade de
individuos pertencente a elas, essa convivéncia com a populacdo humana pode trazer
transtornos para as pessoas e algumas doencas (CONSTANTINE, 1970;
CONSTANTINE, 1988).

A mudanca de cendrios de recursos de uma area conservada em direcdo a uma
area com pouca disponibilidade de recursos e as mudancas associadas em sua ecologia e
comportamento de movimento, estdo aumentando o risco de disseminacdo de virus
transmitidos por morcegos, principalmente os virus de RNA, incluindo os virus da raiva
(RABV), Ebola, SARS-CoV, Hendra e Nipah (KESSLAR et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Mapear abrigos utilizados por morcegos hematdfagos (Desmodus rotundus) e registrar
as espécies de morcegos urbanos, a fim de verificar a presenca do virus da Raiva e
detectar a presenca de anticorpos antirrabicos e associar 0s resultados para entender o

perfil epidemiol6gico da Raiva na regido de Presidente Prudente.

3.2 Objetivos Especificos

e Realizar levantamento de abrigos de morcegos hematofagos (Desmodus
rotundus) na regido de Presidente Prudente.

e Identificar o compartilhamento de abrigos do D. rotundus com outras espécies
de morcegos.

e Realizar levantamento de espécies de morcegos na area urbana do municipio.

e Analisar a riqueza de espécies em cada ponto de coleta.

e Analisar a frequéncia de machos e femeas e o padrdo reprodutivo das espécies
em cada local.

e Identificar a frequéncia de espécimes positivos para a Raiva.

e Analisar os titulos soroldgicos para a Raiva.

e Analisar a frequéncia de machos e fémeas dentro das coldnias dos morcegos
hematdfagos e se existe diferenca soroldgica segundo as caracteristicas sexuais.

e Analisar a diferenca soroldgica entre os espécimes de cada abrigo.

e Analisar a diferenga soroldgica entre as diferentes espécies de morcegos.

e Pesquisar por Lyssavirus na gordura marrom dos morcegos coletados.
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4 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram feitos de acordo com os principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio/Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (SBCAL/COBEA), pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e a Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos
(DBCA). Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais -
Instituto Biologico (CEUA-IB), Protocolo n° 163/19 de 27 de junho de 2019 (Anexos 1,
2e3).

4.1 Desenho do estudo

O experimento foi desenvolvido com parcerias envolvendo o Laboratorio de
Sanidade Animal do Polo Regional Alta Sorocabana da Agéncia Paulista de Tecnologia
dos Agronegocios (APTA), Instituto Bioldgico, Escritério de Defesa Agropecuaria
(EDA), Laboratorio de Diagndéstico de Zoonoses e Doencas Transmitidas por Vetores
da Divisdo de Vigilancia de Zoonoses de Sdo Paulo, Laboratorio de Quirdpteros da
Faculdade de Medicina Veterinaria do Campus de Aracatuba (UNESP) e a Secretaria
Municipal do Meio Ambiente de Presidente Prudente.

O trabalho foi dividido em duas fases, sendo a primeira parte em area rural,
onde foi realizado o levantamento de abrigos de morcegos hematofagos (Fig. 7). Para
tanto, foi feita busca ativa por abrigos de morcegos hematéfagos na regido de Presidente
Prudente, com rotas tracadas a partir da Cidade de Presidente Prudente até as cidades
mais proximas que compdem a 10° Regido Administrativa do Estado de Séo Paulo.

Os locais foram georeferenciados com auxilio de um aparelho de GPS, onde
foram identificados abrigos ativos (com a presenca de morcegos hematofagos) e foi
verificado se havia compartilhamento com outras espécies de morcegos. Foi realizada a
coleta desses animais para verificar a presenca do virus da Raiva e detectar a presenca
de anticorpos antirrabicos.

A segunda parte do trabalho foi realizada em area urbana. Na cidade de
Presidente Prudente foi realizado um levantamento de pontos de coleta, onde todos eles
tinham trés fatores em comum, ou seja, (i) locais usados pela populacdo, onde, de
alguma forma, tivesse a interagdo direta ou indireta da vida silvestre com o0s municipes,

(if) algum fragmento de mata em seu entorno e (iii) todos os lugares selecionados
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tinham que compor uma regido da cidade, assim conseguindo fazer uma analise de

todos os pontos do municipio (Fig. 8).

Figura 8. Levantamento de pontos em area urbana na cidade de Presidente Prudente, SP. Foto: Luiza
C.S. Rodenas.

4.2. Area de estudo

O estudo foi desenvolvido na regido de Presidente Prudente. Segundo a
classificacdo climatica de Koeppen, o clima regional é do tipo Aw (clima tropical com
estacdo seca de Inverno) com temperatura média de 23°C. A sazonalidade climética da
regido pode ser resumida a um periodo quente e chuvoso entre outubro e margo e, outro
mais ameno e seco, entre abril e setembro (CARDOSO; AMORIN, 2015). A éarea
escolhida teve formacgéo original predominante classificada como Floresta de Mata
Atlantica Estacional Semi decidual, em que 30 a 50% das espécies vegetais perdem as
folhas na estacdo seca, bem marcada entre abril e setembro, com picos em julho e

agosto. Devido as condic¢des climaticas propicias da regido, a economia tem grande
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impacto pela atividade econémica da pecuaria. Segundo o IBGE, entre os anos de 2017
a 2019, em Presidente Prudente, foram registradas 445.845,00 cabecas de gado de corte
ao ano e 61.156,00 cabecas de gado de leite ao ano e 187.587,00 cabecas de gado mista
(usadas para ambas atividades econdmicas) (PRESIDENTE PRUDENTE, 2017 a
2019).

4.3. Coletas nos abrigos ativos

Os abrigos foram visitados no periodo do dia, uma vez que, 0S mMOrcegos
encontravam-se presentes, ou ao entardecer, quando saem para se alimentar. Eles foram
caracterizados por ativos quando houve a presenca de morcegos hematdfagos (Fig.9).

As capturas dos morcegos hematdfagos foram realizadas nos abrigos conforme
orientacdo do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento MAPA (2009), em
conjunto com os técnicos do Escritério de Defesa Agropecuaria (EDA) de Presidente
Prudente, SP, que realizam este trabalho rotineiramente, como parte do controle da
Raiva em herbivoros no Estado de Séo Paulo.

As coletas dos morcegos em abrigos foram feitas utilizando redes de neblina
(“mist nets”’) de tamanhos variados (7 x 2 m; 10 x 2 m e 12 x 2 m), armadas em bastdes
telescdpicos e estrategicamente colocadas dentro dos abrigos ou a sua entrada, e redes

manuais (pucas), que foram utilizadas no interior dos abrigos.

Figura 9. Preparo de redes para captura do Desmodus rotundus em tuneis. Foto: Avelino Albas

4.4. Coletas em area urbana

Foi realizado um levantamento de Pracas e Parque dentro do municipio onde
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tivesse por perto pequenas ilhas de matas e ocorréncia de morcegos, todos os locais
sendo utilizados pela populacdo. Os locais de coletas dentro das pragas foram locais
com pouca iluminagéo artificial. As coletas dos morcegos foram feitas utilizando redes
de neblina (“mist nets”) de tamanhos variados (7 X 2 m; 10 x 2 m e 12 x 2 m), armadas
em bastdes telescopicos fixados ao chdo (Fig. 10). Para cada local de coleta foi utilizado
90 m? de redes.

Os pontos foram ordenados de um a nove. Em cada ponto de coleta foram
instaladas trés redes de neblina (“mist nets”) , que ficaram abertas do p6r do sol até por
volta de 00h , totalizando seis horas por noite. Em todos os pontos foram realizadas
duas noites amostrais consecutivas. Todos 0s animais coletados foram
fotodocumentados e receberam uma ficha catalografica contendo suas caracteristicas
biométricas, foto e sua classificacdo até o nivel de espécie. Em cada ponto de coleta, um
espécime de cada espécie foi coletado e encaminhado ao laboratério para a realizacdo
dos exames para a deteccdo do virus da Raiva, sorologia antirrabica e pesquisa de

Lyssavirus na gordura marrom.

Figura 10. Armacdo de redes em area urbana e redes abertas em hordrio de coleta. Foto: Luiza C. S.
Rodenas.

4.5. Amostras
Os morcegos D. rotundus capturados nos abrigos foram acomodados em gaiolas
de metal, jA& 0os morcegos capturados em darea urbana foram acomodados em sacos
individuais de contengéo préprio para morcegos. Os individuos foram encaminhados ao
Laboratorio de Raiva de Presidente Prudente, onde foram coletadas amostras de sangue

(Fig.11). Nas colbnias onde havia compartilhamento do abrigo entre D. rotundus e
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outras espécies de morcegos, foi coletado um espécime de cada espécie. Os morcegos
foram sedados com Cloridrato de Ketamina (Ketalar) na dose de 50 mg/kg, via
intramuscular no musculo peitoral. Apds a sedagdo, 0 morcego, em posicdo decubito
dorsal, teve seu sangue coletado por puncdo cardiaca com seringa descartavel de 1 mL e
agulha 25 x 6 mm. Apo6s o 6bito, foi coletado o tecido cerebral que foi armazenado e
enviado para o Laboratério de Diagndstico de Zoonoses e Doengas Transmitidas por
Vetores da Divisdo de Vigilancia de Zoonoses de S&o Paulo, para a realizacdo dos
testes.

A eutanasia foi realizada utilizando a sobre dosagem da associacdo de
anestésicos dissociativos (e.g. cetamina) com agonistas de adrenoreceptores alfa-2
(exemplo: xilazina, administrada pela via intraperitoneal).

Os procedimentos de coleta de sangue dos morcegos foram supervisionados pelo
Dr. Eidi Yoshihara, Médico Veterinario, que € o Responsavel Técnico da nossa Unidade
de Pesquisa.

Os procedimentos estdo de acordo com as normativas do CONCEA.

Figura 11. Morcegos Desmodus rotundus capturados e acomodados em gaiola e a contencdo em
Laboratorio para o procedimento de anestesia do animal. Foto: Dévlin B. Boer.

4.6. Deteccdo do virus rabico
No Laboratério de Raiva de Presidente Prudente, foram extraidas amostras do
sistema nervoso central dos morcegos que foram armazenados em freezer -20°C e,
posteriormente enviados para 0 CCZ, para pesquisa do virus rabico empregando-se o
método classico de Imunofluorescéncia Direta (IFD), que utiliza anticorpos

fluorescentes (conjugado antirrdbico da Marca Millipore), que consiste em
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imunoglobulina antirrdbica marcada com fluorocromo (isotiocianato de fluoresceina)
para deteccdo de inclusdes virais (DEAN; ABELSETH; ATANASIU, 1996). Para a
confirmagdo do virus da Raiva foi realizada a Inoculagdo em Cultivo Celular, que
utilizou células de neuroblastoma murino (N2A). Juntamente com as técnicas
consideradas como padréo, foi realizado o Diagnoéstico da Raiva pela deteccdo do RNA
viral, pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT- PCR).

A técnica de IFD foi realizada com as impressGes de fragmentos de tecido do
sistema nervoso central (SNC), feitas em laminas de microscopia quadriculadas de 26 x
76 mm, que foram fixadas em acetona refrigerada por pelo menos trinta minutos. A
secagem das laminas foi realizada em estufa a 37° C. A seguir, foram adicionados 25
uL das solugdes de conjugado preparado com suspensdo de Challenge Virus Standard
(CVS) e SNC sobre a impressdo nas duas extremidades quadriculadas da lamina,
separadamente. As laminas foram incubadas em estufa a 37° C, em camara Umida, por
30 minutos. Apos esse periodo, foram realizadas duas lavagens das laminas em solucédo
salina tamponada (SST) pH 7,2 a 7,5. Ap6s as lavagens, as laminas foram secas em
estufa. Apds secagem, procedeu-se a montagem com glicerina tamponada pH 8,5,
cobrindo-se com laminula de 22 x 22 mm. A leitura das laminas foi realizada em
microscopio de imunofluorescéncia da Marca Olympus.

Para a confirmacdo do teste foi realizado o isolamento in vitro do virus em
culturas celulares, em microplacas com 96 pocos, onde é colocado 40uL do in6culo
previamente preparado com 160uL de meio essencial minimo (MEM), gentamicina e
aminoacidos ndo essenciais. Ap6s a homogeneizacdo, foram acrescidos 100uL
(contendo 5 x 10° células) de suspensdo de células de neuroblastoma de camundongo
em cada poco. Cada suspensdo foi inoculada em triplicata nas placas e foram utilizados
controles positivos e negativos. As placas contendo células foram incubadas a 37°C em
estufa com 5% de CO2, por 96 horas. ApoOs esse tempo, o meio foi removido e as
células aderidas as placas foram fixadas com acetona a 80%, durante 15 min. Em
seguida é acrescentado o conjugado antirrabico e foram incubadas a 37°C durante 1
hora. Logo ap@s, as células foram lavadas trés vezes em tampéao fosfato salina (pH 7,4)
e em &gua destilada. Para a revelagdo do teste, foi utilizada a técnica descrita por
WEBSTER & CASEY (1996), e a leitura foi realizada em microscopio invertido de
fluorescéncia.

A Transcricdo Reversa para DNA Complementar (cDNA) foi realizada a partir

do RNA total utilizando-se o kit SuperScript™II Reverse Transcriptase (Invitrogen,
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Carlsbad, CA, USA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Nesta etapa foi
feito um “mix” de reagentes, contendo, por amostra, SuLL de primer senso (21G) e 5 pL
de primer antissenso (304) na concentra¢do de 10 uM (Quadro 1), 6 pL de ANTP (mix
de 10mM — 2,5mM de cada: dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 8 uL de SxFirst-Strand
Buffer, 4 uL de ditiotreitol 0,1 M (DTT), 1 uL de SuperScript™II RT (200 U/uL), 1 uL
de RNAse OUT 40U/uL el2 pL de agua ultrapura. Em seguida, 5 uL. de RNA foram
adicionados ao tubo de reagdo. As amostras foram colocadas em termociclador (BIOER
XP Cycler) a 42°C por 60 minutos para extensdo dos oligonucleotideos iniciadores. Ao
final da reacdo de transcricdo, as amostras de cDNA foram armazenadas em freezer
-20°C.

Para a realizacdo do teste da RT-PCR em Tempo Real, foi utilizada placa de 96
orificios MicroAmp®Optical 96 wellReaction Plate, e em cada orificio foram
distribuidos 18uL de mix, contendo12,5 uL. de SYBR Green (I), 200nM de cada primer
(senso 504 e antissenso304, Quadro 1) e &gua ultra-purag.s.p. Apds o mix ser
distribuido nos orificios, 2uL de cDNA de cada amostra foi adicionado, totalizando um
volume final de 20uL. Cada amostra foi feita em triplicata. (AGNE et al., 2009)

A placa foi, entdo, colocada no aparelho de PCR em tempo real
AppliedBiosystems 7500 Real-Time PCR System e submetida a uma sequéncia de 35

ciclos. Os resultados foram analisados no programa 7500 Softwarev2.3.

4.7. Deteccgdo de anticorpos contra o virus rabico

A dosagem de anticorpos antirrabicos foi determinada através de amostras de
soro dos morcegos. Os titulos individuais de anticorpos neutralizantes foram
determinados pela técnica de Soroneutralizagdo em Células BHK21 clone 13. Essas
células permitem a adsorcdo, penetracdo e replicacdo do virus da Raiva. As proteinas
virais expressas na superficie celular sdo reconhecidas pelo anticorpo especifico,
marcado com isotiocianato de fluoresceina. A fluorescéncia emitida poderd ser
observada em microscopia de fluorescéncia.

A técnica foi realizada em microplacas com 96 pocos, assim descrita: a diluigdo
das amostras de soro dos morcegos foi adicionada 50 ul de virus diluido e incubado
uma hora em estufa de CO,. A seguir, foi adicionado 50 pL de células em toda placa,

incubada por 24 horas em estufa de CO,. Ap0s esse periodo foi acrescentado 80 uL de
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acetona 80% gelada, suficiente para cobrir o fundo da placa e levar ao freezer por 10
minutos. A acetona foi desprezada por inversédo da placa e colocada para secar em
estufa 37°C, com a placa fixada foi colocado 40 uL do conjugado diluido em toda placa
e permaneceu por uma hora em camara Umida em estufa 37°C. Desprezado o conjugado
por inversao, as placas sdo lavadas com solucdo salina tamponada e com agua destilada.
Apds secagem foi acrescentado glicerina tamponada (pH basico - 8,0 a 85) - 1
gota/pocinho.

Esse teste teve como base o Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test - RFFIT
(SMITH; KING, 1996) e o Fluorescent Antibody Virus Neutralization (FAVN),

realizado em microplacas de poliestireno com 96 orificios (CARDOSO et al., 2006).

4.8. Pesquisa de Lyssavirus na gordura marrom

A Gordura marrom é um tecido adiposo que é especializado na producdo de
calor e participa ativamente na regulacdo da temperatura corporal dos mamiferos. Para
0S morcegos, esse tecido é extremamente importante durante o periodo de hibernacéo,
sendo de intensa metabolizacdo devido a sua reserva energética de glicogénio. Devido a
isso, a gordura marrom tem sido estudada em diversos trabalhos para entender a
importancia na manutencdo de patégenos. Foi demonstrado que a gordura marrom tem
um percentual de positividade alta, assim como outros tecidos como glandulas salivar e
o cérebro (ALLENDORF, 2011; SULKIN, 1962).

Todas as amostras coletadas foram submetidas a pesquisa de Lyssavirus na
gordura marrom. Para essa anélise foi utilizada a técnica de qPCR (PCR em tempo real).
Primeiramente, foi feita a extragdo do RNA viral com TRIzol® (ThermoFisher),
seguindo as instrucdes do fabricante. Apoés foi feita a reacdo de transcricdo reversa com
primers randémicos para conversdao do RNA em cDNA utilizando o SuperScript VILO
cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher). Com o cDNA foi realizada qPCR (PCR em tempo
real) com primers JW-12 e N165-146 conforme descrito previamente WAKELEY ET
AL., (2005). A reacdo de gPCR foi feita conforme Hayman et al. (2011), com algumas
modificagdes: foi utilizado 10uL de Power Sybr® Green Master Mix (ThermoFisher),
0,5uL dos primers JW-12 e N165-146 (20pmol/uL), 6,5uL de dgua DEPC e 2,5uL do
cDNA. A ciclagem obedeceu aos seguintes parametros: 1 ciclo de 95°C por 10 minutos
seguido de 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30
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segundos. Ap6s a ciclagem foi feita a curva de dissociagdo. Agua DEPC foi utilizada
como controle negativo e cDNA do virus fixo CVS como controle positivo. As amostras
que mostraram amplificacdo na qPCR foram submetidas a uma heminested PCR
conforme descrito em WHITBY et al., (1997) utilizando os primers JW-12 e um
coquetel dos primers JW-6 para a reacdo de PCR primaria e os primers JW-12 e um

coquetel dos primers JW-10 para a reacdo de PCR secundaria.

4.9. Sequenciamento da amostra positiva

4.9.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase com Transcricdo Reversa (RT-PCR)

para amplificacéo de trecho do gene G

Inicialmente foi feita a reacdo de transcri¢do reversa utilizando-se o SuperScript
VILO cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher), conforme as instrucdes do fabricante com
oligonucleotideos randémicos. A ciclagem para sintese do cDNA seguiu 0s seguintes
parametros: 25°C por 10 minutos, 42°C por 60 minutos e 85°C por 5 minutos. Para a
reacdio de PCR foram utilizados o0s oligonucleotideos Ga3222-40 (5’
CGCTGCATTTTRTCARAGT 3’) e Gb4119-39 (5 GGAGGGCACCATTTGGTMTC
3”) conforme descrito por Sato et al. (2004).

A reacdo de PCR foi feita em um volume final de 25 pL contendo 5 U/uL de
Platinum Tag DNA Polymerase (Thermo Fisher), Buffer 10 X, 200 uM de dNTP’s, 1,5
mM de MgCl,, 0,5 UM de cada primer e 2,5 uL do cDNA. Os parametros para
termociclagem consistiram em um estagio de 94°C por 30 segundos seguido de 35
ciclos de 94°C por 15 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, além de
um estagio final de 72°C por 5 minutos. Agua DEPC e o cDNA do virus CVS foram
utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. Os produtos da PCR
foram acrescidos de BlueJuice® Gel Loading Buffer (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA)
e submetidos & eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com Sybr® Safe
(Invitrogen™) para comprovacdo da amplificacdo do trecho do gene de interesse,
gerando fragmento de 915 pares e bases (pb). O marcador de peso molecular 100 pb
DNA Ladder (Invitrogen™") foi utilizado.

4.9.2 Purificagdo dos produtos de PCR e Sequenciamento
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A purificacdo dos produtos da PCR foi feita pelo método enzimatico com o kit ExoSAP-
IT™ PCR Product Clenaup Reagent (Thermo Fisher), seguindo as instrucdes do
fabricante. A seguir foi realizada a reacdo de sequenciamento baseada na metodologia
de Sanger (SANGER; NICKLEN; COULSON 1977) com o BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing kit e Hi-Di'~ Formamide (Thermo Fisher), conforme protocolo do
produto. As sequéncias foram obtidas em analisador genético automatico ABI-3500
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

4.9.3 Edicéo e Analise das sequéncias

O algoritmo PHRED (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) foi utilizado

para afericdo da qualidade das bases. Valores iguais ou superiores a 20 foram
considerados como reais. As bases para as quais foi atribuido valor inferior a 20 foram
analisadas manualmente através do eletroferograma. O pacote de programas BioEdit
Sequence Alignment Editor v. 7.0.3 (HALL, 1999) foi utilizado através do aplicativo
Contig Assembly Program (CAP) para geracdo das sequéncias consenso. O alinhamento
das sequencias com sequencias obtidas do GenBank foi efetuado com o uso do software
MEGAX (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (KUMAR; STECHER,;
TAMURA, 2016).

4.9.4 Andlise filogenética

A escolha do modelo evolutivo e a reconstrucdo da filogenia pelo método de
Méaxima Verossimilhanca foram feitas com o uso do software PAUP* Phylogenetic
Analysis Using Parsimony (*and other methods) (SWOFFORD, 2003). Para estimar a
confiabilidade da arvore filogenética inferida foram aplicadas 1000 repeticdes de
bootstrap.

Para edicdo da arvore foi utilizada a ferramenta online Interactive Tree Of Life
(iTOL) v1.0 (CICCARELLI et al., 2006).

4.10. Analise Estatistica
Os dados referentes a totalidade de quirdpteros, espécies, locais, abrigos, data de

coleta, coordenada geografica e sexagem foram organizados em um banco de dados no
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programa Microsoft Excel® 2010, contendo também informacdo do diagndstico,
sorologia e pesquisa de virus.

Os titulos soroldgicos foram comparados entre machos e fémeas, entre machos
escrotados e ndo escrotados (condicdo reprodutiva), entre fémeas prenhes e fémeas que
ndo apresentam sinais externos visiveis de gestacdo, pelo teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney e entre col6nias de morcegos pelo teste ndo paramétrico de Kruskall-
Wallis e contrastes pelo método de Dunn (FEINSTEIN, 2002). As frequéncias de
animais com titulos considerados protetores (>0,5 UI/mL) foram comparados. Todas as
analises foram conduzidas no Software livre “R” e pacotes adicionais, considerando-se
5% de nivel de significancia (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019).

As frequéncias de sororeagentes com titulos acima de > 0,5 UI/mL foram
comparadas entre morcegos machos e fémeas e entre animais com diferentes habitos
alimentares pelo teste exato de Fisher. A comparacdo entre titulos sorolégicos médias
foram comparadas entre 0s mesmos grupos, respectivamente pelo teste t ndo pareado e
analise de variancia em uma via (ANOVA one-way).

5 RESULTADOS

5.1 Parte Rural

5.1.1 Pesquisa por abrigos na regiao
A busca ativa na regido de Presidente Prudente gerou o registro de 48 locais que
podem ser utilizados como abrigos de morcegos, sendo que apenas quatro encontravam-

se ativos (Fig.12).
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Figura 12. Mapa da regido de Presidente Prudente com as rotas que foram percorridas, e 0s
abrigos inativos e ativos (Presenca de Desmodus rotundus). Pontos em Amarelo: Locais de possiveis
abrigos para o morcego D. rotundus (inativos). Pontos em Vermelho: Abrigos ativos (com a presenca do
morcego D. rotundus). Tragado em Azul: Rotas percorridas. Fonte: Google Earth

Os abrigos B e C, foram vistoriados em setembro e realizada a captura, e novamente
vistoriados em fevereiro quando havia novos individuos ocupando o espaco que foram
coletados.

O numero de capturas por abrigo variou de acordo com a densidade populacional de
morcegos (Tabela 3).
Dois abrigos ativos devidamente registrados como 9 e 28, apresentaram somente

morcegos da espécie D. rotundus, conforme mostra a (Fig. 13).

Tabela 3 — Numero de capturas de morcegos hematofagos, datas das coletas e

coordenadas geogréaficas dos abrigos na regido de Presidente Prudente, Brasil.

Abrigo Data Captura Coordenadas
B Setembro/2018 1° S 22°11'57.9" W 051° 24'44.3"
C Setembro/2018 1° S 22°12'37.3" W 051° 25'35.0"
B Fevereiro /2019 2° S 22°11'57.9" W 051° 24'44.3"
C Fevereiro /2019 2° S 22°12'37.3" W 051° 25'35.0"
A Marco /2019 Coleta Unica S 22°05'35.0" W 051° 17'11.7"
D Julho /2019 Coleta Unica S 22°3703.1" W 051° 16'58.5"
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A = Abrigo n. 48 B = Abrigon. 9

C = Abrigo n. 28 D = Abrigo n. 10

Figura 13. Abrigos de morcegos localizados na regido de Presidente Prudente.

Os outros dois apresentaram compartilhamento de espécies, sendo que no abrigo
10 foram observadas as seguintes espécies: D. rotundus, Carollia perspicillata e
Chrotopterus auritus e no abirgo 48 abrigo, D. rotundus e C. perspicillata, conforme

mostra a (Fig. 14).

Figura 14. Espécies de morcegos que compartilhavam o mesmo abrigo, sendo respectivamente: Carollia
perspicillata, Chrotopterus auritus e Desmodus rotundus. Foto: Dévlin B. Boer e Cristiano de Carvalho
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5.1.2 Deteccao do virus rabico

Foram realizadas 118 analises laboratoriais para detec¢éo do virus rabico, sendo
(115 amostras de morcegos hematdfagos, duas de C. Perspicillata e uma de
Chrotopterus auritus). Sendo assim, foram utilizadas trés metodologias para pesquisar
a presenca do virus rabico, no entanto, todas elas apresentaram resultados negativos.

Foram utilizados, para esse fim, o Teste de Imunofluorescéncia Direta,
Inoculacdo de Células de Neuroblastoma Murino (N2A) e RT-PCR. Em todos os testes,

se fez uso de controles sabidamente positivos e negativos.

5.1.3 Deteccao de anticorpos contra o virus da raiva

Para a detecgdo de anticorpos contra o virus rabico foi realizada o método
FAVN, nas duas amostras de C. perspicillata e na amostra de C. auritus que
apresentaram o mesmo valor de 0,10 Ul/m.

Por outro lado, em relacdo a sorologia para a espécie D. rotundus, foram
constatados valores que variaram de 0,07 a 0,66 Ul/m, conforme pode-se observar na
(Fig.15), sendo que o ponto cutoff considerado foi > 0,5 Unidades Internacionais por
mL (Ul/mL).

Deste total, 24 amostras (20,9%) foram negativas, 85 (73,9%) apresentaram
resultados baixos, apenas uma (0,9%) foi de valor médio e cinco (4,3%) tiveram titulos

protetores com valores >0,5 Ul/mL.
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Figura 15 — Sorologia de Morcegos Desmodus rotundus naturalmente capturados na 102 regido
oeste do Estado de S&o Paulo. Teste RFFIT (Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test).

Ndo foram observadas diferencas entre os titulos sorolégicos de machos e
fémeas de D. rotundus, bem como entre percentuais de animais soro reagentes com
titulos considerados protetores (> 0,5 Ul/mL). Conforme (Figura 15), ndo foi possivel
comparar percentuais de animais soro reagentes pois 100% dos morcegos apresentaram
anticorpos detectaveis. Os titulos sorolégicos diferiram entre abrigos, observando-se
gue os morcegos provenientes do abrigo 10, apresentaram titulos superiores aos demais
abrigos, além de propor¢do quase equivalente de machos e fémeas e o Unico a abrigar
fémeas prenhes ou com filhotes (Tabela 5). Os titulos sorolégicos ndo diferiram entre
machos escrotados e ndo escrotados e entre fémeas prenhes/com filhotes e entre fémeas

gue ndo apresentam sinais externos visiveis de gestacdo (Tabela 6).

Tabela 4. Sorologia de Morcegos Desmodus rotundus naturalmente capturados
na regido de Presidente Prudente, com caracteristicas sexuais. Teste RFFIT (Rapid

Fluorescent Focus Inhibition Test).

N° de C/
Resultados Parametros Animais M Escrotado F Prenha filhote

Negativo < 0,07 Ul/mL 24 19 5 5 0 0
0,10a0,29

Baixo Ul/mL 85 47 18 38 20 1
0,30a0,49

Médio Ul/mL 1 0 0 1 0 0

Titulos Protetores > 0,5 Ul/mL 5 2 0 3 2 0

Total 115 68 23 47 22 1
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Tabela 5. Titulos sorologicos expressos como medianas + Desvios Interquartilicos em
Unidades Internacionais por mL de soro (Ul/mL) e caracteristicas sexuais de morcegos
hematofagos da espécie Desmodus rotundus capturados em quatro abrigos diferentes
localizados na regido de Presidente Prudente.

Parametro Abrigos
Abrigo 48 Abrigo 10 Abrigo 9 Abrigo 28
(N =22) (N=73) (N =11) (N=9)
Titulos soroldgicos™ 0,1+0,15() 0,29+0,19 (b) 0,07+0,15(b) 0,07 0,06 (b)
Freq Machos escrotados  4/18 (22,2%) 13/35 (37,1%)  5/8 (62,5%) 5/7(71,4%)
Freq Fémeas prenhes 0/4 (0%) 21/38 (55,3%) 0/3 (0%) 0/2 (0%)
Relacdo Machos:Fémeas 18:4 (4,5) 35:38 (0,92) 8:3(2,6) 7:2(3,5)

(a) E (b) diferem entre si

Tabela 6. Titulos soroldgicos expressos como medianas + Desvios Interquartilicos em
Unidades Internacionais por mL de soro (Ul/mL) segundo caracteristicas sexuais de
morcegos hematofagos da espécie Desmodus rotundus capturados em quatro abrigos

diferentes localizados na regido de Presidente Prudente.

Sexo Categoria p
Machos Escrotados Né&o escrotados 0.714
0,22 £0,19 0,13+0,15 '
Fémeas Prenhas ou amamentado N&o prenhas 0.183
0,17+0,12 0,115+0,19 )

5.1.4. Pesquisa de Lyssavirus na gordura marrom

Todos os morcegos foram submetidos a pesquisa de Lyssavirus na gordura

marrom, sendo todos negativos.

5.2 Area Urbana

Na segunda etapa do trabalho, em area urbana, foram selecionados nove pontos
conforme mostra a Figura abaixo. Cada ponto escolhido pertence a uma area do
municipio, tendo sido amostrada grande parte da cidade de Presidente Prudente (Fig
16).
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Figura 16. Mapa do municipio de Presidente Prudente com os pontos selecionadas para as coletas em

area urbana.

5.2.1 Espécies de morcegos coletados em Area Urbana

Com um esforco de captura de 9.720 horas por m2 e um total de 18 noites de

capturas, equivalente a 108h de amostragem, ocorreram 163 capturas de morcegos,

pertencentes a 17 espécies, 11 géneros e quatro familias:

Phyllostomidae,

Vespertilionidae, Molossidae, Noctilionidae. Foram encontrados 88 machos e 75

fémeas. Seis guildas tréficas de morcegos neotropicais foram registradas: insetivoros

(sete espécies), frugivoros (seis) hematdfagos (uma), nectarivoros (uma), onivoros

(uma) e piscivoros (uma), como mostra a (Tabela 7).

Tabela 7. Nimero de morcegos capturados com redes de neblina em area urbana na
cidade de Presidente Prudente, no ano de 2020 a 2021.

Espécies Guilda Tréfica & Q@ N°de Capturas

Phyllostomidae

Artibeus fimbriatus (Gray ,1838) FRU 2 3 5
Artibeus lituratus (Olfers, 1818) FRU 18 14 32
Artibeus obscurus (Schinz,1821) FRU 20 17 37
Artibeus planirotris (Spix ,1823) FRU 4 8 12
Carollia perspicillata (Linnaeus, 1758) FRU 7 8
Desmodus rotundus (E. Geoffroy, 1810) HEM 5 11
Glossophaga soricina (Pallas, 1766) NEC 7 10 17
Phyllostomus discolor (Wagner, 1843) ONI 3 1 4
Platyrrhinus lineatus (E. Geoffroy, 1810) FRU 11 8 19
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Noctilionidae

Noctilio albiventris (Desmarest,1818) PIS 1 0 1
Molossidae

Cynomops planirostris (Peters, 1866) INS 0

Molossus molossus (Pallas, 1766) INS 1 2 3
Molossus rufus (E. Geoffroy, 1805) INS 1 0
Vespertilionidae

Eptesicus furinalis (d’Orbigny & Gervais, 1847) INS 2 1 3
Myotis albescens (E. Geoffroy, 1806) INS 2 1 3
Myotis levis (E. Geoffroy, 1824) INS 1 0 1
Myotis nigricans (Schinz,1821) INS 3 2 5
Total 6 88 75 163

Legenda: FRU — Frugivoro, HEM — Hemat6fago, NEC- Nectarivoro, ONI- Onivoro, PIS- Piscivoro, INS-
Insetivoro.

5.2.2 Espécies de morcegos por pontos de coleta

O ponto de coleta com maior numero de capturas foi o ponto um (P1), sendo
este 0 Unico com a captura da espécie Phyllostomus discolor e que também apresentou o
maior numero de individuos da espécie Artibeus obscurus e Platyrrhinus lineatus.
Nesse ponto foram coletados somente morcegos da familia Phyllostomidae. Assim
como no ponto um (P1), os pontos dois, trés e quatro (P2, P3 e P4) apresentaram
somente especies da familia Phyllostomidae (Tabela 8).

O ponto cinco (P5) apresentou maior diversidade em nUmero de espécies
coletadas, sendo que as espécies Noctilio albiventris, Myotis albescens, M. levis e M.
nigricans foram capturados somente nesse ponto e sendo também o Unico possuindo
representantes de todas as familias de morcegos coletadas no trabalho (Tabela 8).

O ponto (P6) foi o Unico onde teve a ocorréncia da espécie A. fimbriatus e
Molossus rufus. O ponto (P9) foi o Unico a apresentar um espécime da espécie

Cynomops planirostris (Tabela 8).
Tabela 8 - Espécimes de morcegos capturados em relacdo ao seu ponto de coleta e a

distribuicdo das espécies pela cidade de Presidente Prudente.

Espécies Pontos
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
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Phyllostomidae
Artibeus fimbriatus

Artibeus lituratus 4 1 9 7 2 7 1 1
Artibeus obscurus 22 2 1 8 4

Artibeus planirotris 5 3 2 2
Carollia perspicillata 3 2 3
Desmodus rotundus 11

Glossophaga soricina 1 16

Phyllostomus discolor 4

Platyrrhinus lineatus 16 3

Noctilionidae

Noctilio albiventris 1

Molossidae

Cynomops planirostris 1
Molossus molossus 2 1
Molossus rufus 1

Vespertilionidae

Eptesicus furinalis 1 1 1

Myotis albescens 3

Myotis levis

Myotis nigricans 5

Total 50 11 13 17 47 14 1 5 5
Total de Espécies 6 4 3 3 10 4 1 4 3

Os morcegos da familia Phyllostomidae mostram-se ser morcegos comuns na
area urbana da cidade, estando presente em quase todos 0s pontos de coletas, conforme
mostra a (Fig.17). O género Artibeus representa mais da metade dos morcegos
capturados no estudo, sendo pertencente a esse género a espécie Artibeus obscurus que

teve o maior nimero de capturas no periodo do trabalho.
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Figura 17. Quantidade de individuos de cada familia de morcegos em area urbana, na
cidade de Presidente Prudente.

5.2.3 Andlise laboratorial para a deteccdo do virus da raiva e de anticorpos
contra o virus

Um individuo de cada espécie de cada ponto de coleta foi encaminhado ao
laboratorio, totalizando 38 amostras analisadas.

Trés individuos ndo foram submetidos a deteccdo de anticorpos contra 0 virus
rabico, pois a quantidade das amostras foram insuficientes para a anélise.

Todas as amostras encaminhadas para os testes de Imunofluorescéncia Direta,
Inoculacdo de Células de Neuroblastoma Murino (N2A), apresentaram resultado
negativo.

Em relacdo a deteccdo de anticorpos contra o virus rabico foi realizada o método
FAVN, que apresentou em alguns casos titulos diferentes em relacdo as espécies e 0s
pontos de coletas.

As espécies A. fimbriatus, C. perspicillata, D. rotundus, Glossophaga soricina,
P. discolor, Platyrrhinus lineatus, N. albiventris, Molossus molossus, M. rufus e Myotis
albescens, apresentaram titulo sorolégico (0,17 Ul/mL) em todos o0s espécimes
coletados durante o periodo do estudo (Tabela 9).

Os morcegos da espécie A. lituratus, A. obscurus, A. planirotris, Eptesicus
furinalis tiveram titulos soroldgicos diferentes nos individuos coletados em diferentes
pontos (Tabela 9).

Dos cinco individuos da espécie Artibeus obscurus, trés deles apresentaram soro
reagentes com titulos considerados protetores (0,5 Ul/mL) (Tabela 9).

Foram coletados oito espécimes de A. lituratus, seis apresentaram titulos
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soroldgico de (0,17 Ul/mL) e os outros dois um apresentaram titulo de (0,29Ul/mL) e
(0,5 Ul/mL) (Tabela 9).

Os morcegos das espécies A. planirotris e E. furinalis, foram coletados trés
exemplares de cada e somente um de cada espécie apresentou titulo (0,5 Ul/mL), os
outros dois individuos de cada espécie tiveram titulo sorologico de (0,17 UI/mL)
(Tabela 9).

Em relacdo a sorologia e o ponto de coleta o Unico ponto que houve mais de um
animal com titulo soroldgico (0,5 Ul/mL) foi o P3 sendo as duas espécies pertencentes

ao género Artibeus (Tabela 9).

Tabela 9. Sorologia para a Raiva nas diferentes espécies de morcegos e seus respectivos

pontos de coleta em area urbana na cidade de Presidente Prudente, SP.

Titulos
sorologicos
Especies (Ul/mL)

PL P2 P3 P4 PS5 P6 P7 P8 P9
Artibeus fimbriatus - - - - - 017 - - -
Artibeus lituratus 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17 0,29 - 05 0,17
Artibeus obscurus 05 0,17 05 0,17 0,5 - - - -
Artibeus planirotris - 017 05 0,17 - - - 017 -
Carollia perspicillata 017 - - - 0,17 - - - 017
Desmodus rotundus - - - - 0,17 - - - -
Glossophaga soricina 0,17 - - - 0,17 - - - -
Phyllostomus discolor 0,17 - - - - - - - -
Platyrrhinus lineatus 0,17 017 - - - - - - -
Noctilio albiventris - - - - 0,17 - - - -
Cynomops planirostris - - - - - - - - sla
Molossus molossus - - - - 017 - - 017 -
Molossus rufus - - - - - 017 - - -
Eptesicus furinalis - - - - - 017 05 017 -
Myotis albescens - - - - 0,17 - - - -
Myotis levis - - - - sla - - - -
Myotis nigricans - - - - sla - - - -

A comparacdo dos titulos sorologicos (> 0,5 UI/mL) entre machos e femeas das
especies de morcegos coletados em area urbana, ndo apresentou significancia
estatisticas, conforme mostra a Tabela 10.

Também nédo houve significancia estatistica nas comparagdes da frequéncia de

sororeagentes e de animas com titulos protetores entre animas com diferentes habitos
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alimentares (Tabela 11).

Tabela 10. Frequéncia de sororegentes e de animas com titulos protetores, Medianas +
desvios interquartilicos dos titulos soroldgicos soroneutralizantes expressos em
Unidades internacionais por mL de soro (Ul/mL) em morcegos capturados em zonas

urbanas do municipio de Presidente Prudente, SP.

Sexo Freq (soreagentes) Freq (> 0,5 UI/mL)  Titulo sorologico
Machos (N=23) 23/23 (100%) 3/23 (2,9%) 0,22 +0.12
Fémeas (N =12) 12/12 (100%) 3/12 (6,5%) 0,25+ 0,15

Geral (N=35) 35/35(100%) 6/35(4,3%) 0,23+0,12
P NA 0,391 0,496

NA = N&o aplicével; p = significancia estatistica nas comparagdes entre machos e
fémeas; * p <0,05.

Tabela 11. Relacdo entre a guilda trofica e a frequéncia de sororeagentes e de animas
com titulos protetores, Medianas + desvios interquartilicos dos titulos soroldgicos
soroneutralizantes expressos em Unidades internacionais por mL de soro (Ul/mL) em

morcegos capturados em zonas urbanas do municipio de Presidente Prudente, SP.

Guilda Freq (soreagentes) Freq (> 0,5 UI/mL)  Titulo sorologico
Frugivoros 23/23 (100%) 6/23 (26,1%) 0,247 £ 0,139
Insetivoros 7/7 (100%) 0/7 (0%) 0,217 + 0,125

Outros 5/5 (100%) 0/5 (0%) 0,17+0

P NA 0.255 0.459

NA = N&o aplicével; p = significancia estatistica nas comparagdes entre animas com

diferentes habitos alimentares.

5.2.4 Pesquisa por Lyssavirus na gordura marrom

Para a pesquisa de Lyssavirus em gordura marrom foram testadas as 38 amostras
encaminhadas. Uma se mostrou sugestiva e foi testada para confirmagdo no PCR
convencional na qual se mostrou negativa. Somente uma amostra apresentou resultado
positivo tendo sido realizado o PCR convencional com os primers 504 e 304, que séo

usados para o diagnéstico da raiva, o que confirmou a positividade da amostra.
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A amostra positiva na pesquisa de Lyssavirus na gordura marrom foi de um
exemplar de morcego da espécie Phyllostomus discolor que foi coletado no ponto um
(P1). Ele teve como titulo sorolégico (0,17 Ul/mL) e apresentou resultado negativo nos
testes de Imunofluorescéncia Direta e Inoculacdo de Células de Neuroblastoma Murino
(N2A), tanto em fragmentos de cerébro como em gordura marrom.

A amostra positiva foi submetida a reacdo em Cadeia da Polimerase com
Transcricdo Reversa (RT-PCR) para amplificacdo de trecho do gene G. Apos a
purificacdo do produto do PCR, foi realizado o sequenciamento e a analise filogenética,
onde foi identificado que a amostra positiva pertence a Variante 2 do RABV, conforme
mostra a (Fig.18).

Tree scale: 1000 bl

[ Artibeusiesmodus
[ nycetinomops(Tadarida
[ myoss
[ outgroup

Figura 18. Andlise filogenética da amostra positiva de Phyllostomus discolor coletado em area
urbana na cidade de Presidente Prudente, SP.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho foram encontrados quatro abrigos ativos na regido, sendo
que dois deles sdo conhecidos da equipe de pesquisa, pois ja haviam sido cadastrados
com a habitacdo de morcegos vampiros em outros trabalhos ( Albas et al.,2011). Mesmo
com medidas de controle de morcegos hematdfagos preconizadas pelo Programa
Nacional de Controle da Raiva dos Herbivoros do Ministério da Agricultura, utilizando
0 tratamento com a pasta vampiricida realizado pelas equipes da CDA-SAA/SP, o0s
morcegos voltam a utilizar essas constru¢cdes como abrigos, fato este, que também foi
demostrado em trabalho de pesquisa realizado na regido de Adamantina, SP, onde se
prop0s a avaliar os efeitos da acdo de controle dos morcegos hematdfagos (SANTANA,
2012).

Em relagdo aos outros dois abrigos encontrados, um foi referente a comunicagéo
de municipes feita a equipe da CDA- SAA/SP, devido a mordeduras em bovinos e a
presenca de morcegos em um reservatério de captacdo de agua. O outro abrigo foi
resultado da busca ativa nas rodovias da regido, sobre uma ponte em rodovia, 0 que
corrobora com o que foi encontrado por Albas et al. (2011), que observaram a eficacia
da busca ativa por abrigos, e assim mapearam locais que sdo utilizados como abrigos de
morcegos vampiros na regiao, verificando que 50% deles eram artificiais. No presente
trabalho, observou-se que 100% dos abrigos foram artificiais, ou seja, oriundos de
construgdes humanas.

A coabitacdo de morcegos hemat6fagos e outras espécies de morcegos tem sido
demonstrada em alguns trabalhos. O compartilhamento com C. perspicillata é bem
comum, conforme ja foi descrito por Taddei et al. (1991), demonstrando que essas duas
espécies coabitam com frequéncia.

Foram identificadas 17 espécies de quirdpteros em area urbana. Comparando 0s
encontrados com o Ultimo levantamento faunistico do municipio de Presidente
Prudente, publicado em 2020, a pesquisa apresenta oito novas espécies de quiropteros
que ainda n&@o haviam registros de ocorréncia dentro do municipio, sendo elas: Artibeus
obscurus, A. planirotris, Phyllostomus discolor, Noctilio albiventris, Cynomops
planirostris, Myotis albescens e M. levis (PRUDENTE, 2020).

No levantamento de fauna urbana realizado por Carvalho et al. (2011), atraves

de dados de morcegos que chegaram para diagnostico na regido noroeste do Estado de
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Sdo Paulo, houve predominéncia de morcegos da familia Molossidae, o que difere do
encontrado no presente estudo, onde a maior nimero de ocorréncia de morcegos se deu
na familia Phyllostomidae.

Grande parte dos trabalhos de levantamento de quirdpteros dos municipios vem
de dados de coletas realizadas por agentes da saide e Centros de Controle de Zoonoses.
Foram encaminhados para a deteccdo do virus rabico no ano de 2013, 178 amostras de
morcegos, somente um caso foi positivo no municipio de Presidente Prudente, sendo
que a amostra foi de um morcego frugivoro da espécie Artibeus lituratus, pertencente a
familia Phyllostomidae. No trabalho foi constatado que o maior nimero de espécies
coletadas pertenciam a familia Molossidae (ALBAS et al., 2017).

Metodologias de coleta de forma passiva, quando a populacéo solicita a coleta
dos morcegos pelos agentes municipais de saude, demonstram uma alta incidéncia de
individuos da familia dos molossideos. Varios trabalhos pelo Brasil tém relatado essa
situacdo, o que demonstra a necessidade de estudos mais detalhados sobre esses animais
em vida livre para compreender mais sobre sua diversidade, ecologia e transmisséo de
patogenos desses animais em area urbana (CHAVES; SODRE, 2007; BREDT;
ARAUJO; JUNIOR, 1998).

Todas as amostras de D. rotundus que foram submetidas ao diagndstico, quando
analisadas por imunofluorescéncia direta e inoculagdo de células de neuroblastoma
murinho (N2A) foram negativas, corroborando com o estudo conduzido por Langoni et
al. (2008), que realizaram diagnoéstico e sorologia em 204 morcegos hematdfagos na
regido de Botucatu, SP. Todas as amostras avaliadas foram negativas quando analisadas
por imunofluorescéncia direta. No entanto, em relacdo a sorologia, os autores
mencionados encontraram 7,35% dos valores acima do ponto de corte (0,5 Ul / ML),
diferente de nossa pesquisa, que foi de 4,3%.

Das amostras de morcegos coletados em area urbana, somente uma se mostrou
positiva no PCR da gordura marrom, apresentando resultado negativo para os testes
convencionais. Phyllostomus discolor tem ampla distribuicdo geografica apresentando
registro em quase todos os estados brasileiros, porém essa espécie ndo tem sido relatada
com frequéncia em areas urbanas (FERRACIOLI et al., 2017).

A espécie P. discolor foi encontrada infectado pelo virus da raiva em alguns
paises da América, como: Belize, Guatemala e México (CONSTANTINE; BLEHERT,
2009), porém em territério brasileiro ndo encontramos registros dessa espécie positiva

para o virus. Portanto, este € o primeiro registro em territorio brasileiro.
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Analisando os titulos de anticorpos para a raiva em morcegos vampiros,
Almeida et al. (2011) encontraram prevaléncia de 12,1% ao analisar os soros de 276
morcegos hematdfagos, resultado muito superior ao encontrado em nosso experimento
onde 79,1% dos morcegos apresentaram titulos de anticorpos, considerando valores
baixos, médios e altos.

Em todas as colbnias de D. rotundus a propor¢éo de machos superou em muito a
de fémeas, com excecdo da col6nia mais populosa ( abrigo 10), que se encontrava
distante das demais. Nas colbnias analisadas, consideramos improvavel que tenha
ocorrido viés amostral, pois, apesar dos machos serem mais faceis de capturar em redes
dispostas a noite, as capturas foram diurnas. Desta forma, o mais provavel é que as
colbnias sejam majoritariamente compostas por machos, que séo reconhecidos como
dispersores do virus da raiva entre as populacdes (STREICKER et al.,, 2016) e
costumam formar colénias isoladas de animais solteiros (DELPIETRO; RUSSO, 2002;
LORD; MURADALI; LAZARO, 1976).

Machos jovens (ndo escrotados) ndo apresentaram soropositividade superior aos
machos sexualmente maduros (Tabela 6). Estes resultados contrariam outros estudos
realizados no Peru (STREICKER et al., 2012), onde a idade foi um fator determinante
para a soropositividade dos morcegos hematdfagos ao virus rébico. A idade é um fator
que impacta diretamente na imunidade contra o virus rébico, na popula¢do de morcegos.
Morcegos hematofagos juvenis em geral sdo menos resistentes ao virus, o que pode
contribuir para as altas taxas de mortalidade (mais de 50%) observadas durante o
primeiro ano de vida (WILKINSON, 1984).

Consideramos que o nimero de capturas de morcegos nas coldnias da regido sdo
indicadores fidedignos da densidade populacional em cada uma delas. Os titulos
sorolégicos na colénia localizada no Abrigo N° 10 foram estatisticamente superiores
aos outros. O que distingue esse abrigo dos outros é densidade populacional de
morcegos mais alta que as demais, e a relagdo macho:fémea menos assimétrica (0,92).
Estes resultados sugerem que em abrigos mais populosos, onde 0s animais se
reproduzem mais ativamente e com populacdo de machos e fémeas similares, o virus
rabico pode propagar-se entre animais com facilidade. Com efeito, nas coldnias onde a
reproducdo dos morcegos é mais ativa, 0 virus tem mais oportunidades para propagar-
se, posto que a alimentacdo por regurgitacdo € mais comum em razdo das fémeas
prenhes se preservam dos riscos de abandonarem os abrigos para se alimentar
(DELPIETRO; MARCHEVSKY; SIMONETTI, 1992). Contudo, estes resultados
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diferem do esperado, visto que, em grandes col6nias, qualquer animal tera um ndmero
limitado de vizinhos para morder, 0 que reduz a probabilidade de circulagdo viral.
Ademais, para morcegos vampiros, 0os contatos infecciosos podem ser ainda menos
homogéneos devido a estrutura social diversificada dentro das colénias (STREICKER
etal., 2012).

Contudo, ndo é possivel inferir se as colénias de morcegos interagiam entre si. A
coldnia mais populosa (Abrigo 10) apresenta-se, no minimo, a aproximadamente 28 km
das outras trés colonias. Esta distancia é superior aos 12 km de raio, reconhecidos como
a maxima percorrida pelos morcegos vampiros em busca de fontes alimentares
(BRASIL, 2009). Desta forma, é improvavel que os morcegos desta grande colbnia
ocupem os espacos deixados pelos morcegos abatidos pelo servigo de controle oficial
nas trés coldnias menores, conforme preconizam alguns estudiosos (STREICKER et al.,
2012).

Além dos fatores estudados, outras caracteristicas das coldnias podem
influenciar significativamente na circulagdo viral nas coldnias, incluindo mecanismos
imunoldgicos ou comportamentais complexos, como periodo de incubagdo prolongado
durante a hibernacdo (GEORGE et al., 2011).

O levantamento soroldgico realizado por Costa et al. (2013), na regido nordeste
do Brasil em 2009, detectou que naquela regido, a prevaléncia de anticorpos antirrabicos
foi de 50,8% em 307 espécimes de quirdpteros de 28 espécies diferentes. Esses
pesquisadores concluiram que a alta proporcdo de soros positivos indicava a alta
circulagdo do virus da Raiva. Por outro lado, concluiram, também, que a baixa
ocorréncia de Raiva em morcegos estaria relacionada a alta prevaléncia sérica. Nesse
sentido, nossos resultados corroboram esse pensamento, pois também encontramos uma
alta taxa de soros positivos.

Durante cinco anos no estado de Rondénia, foi monitorado o virus da raiva em
1.183 morcegos. Todos apresentaram resultados negativos para o virus, onde foram
realizadas andlises soroldgicas considerando como reagentes amostras > 0,5 UI/mL. A
prevaléncia de anticorpos anti-rabicos foi de 17,5% em 1.049 morcegos. As familias
Phyllostomidae e Molossidae apresentaram taxa de soro prevaléncia de 18,9% e 7,7%,
respectivamente. As espécies Artibeus lituratus, A. planirostis e A. Obscurus, assim
como neste trabalho, também apresentaram soros considerados reagentes. Contudo, as
espécies Desmodus rotundus, Phyllostomus discolor, Glossophaga soricina, Carollia

perspicillata, Noctillio albiventris e Molossus molossus foram considerados reagentes.
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Essas mesmas espécies foram coletadas na presente pesquisa ndo apresentando titulos >
0,5 Ul/mL (ALMEIDA et al., 2019).

A amostra positiva decorrente do morcego Phyllostomus discolor foi enviada
para andlise filogenética e segregou com amostras da ordem carnivora, variante 2. Um
perfil antigénico do virus da raiva isolado de diferentes espécies de morcegos nao
hematofagos foi realizado em Presidente Prudente no ano de 2009, onde 18 amostras
foram tipificadas e 15 foram definidas como variante 3 e trés amostras como variante 4
(ALBAS et al., 2009).

Segundo Albas et al. (2011) em seu trabalho de caracterizagdo molecular do
virus da raiva em isolado de morcegos proveniente da regido oeste do Estado de Séo
Paulo, a analises antigénica de 27 amostras determinou trés variantes distintas: Agv-3,
Agv-4 e Agv-6.

De 1995 a 2015, o laboratorio do Polo Alta Sorocabana pertencente a APTA
realizou diagndstico laboratorial da raiva para a regido oeste do estado de Sao Paulo, em
20 anos foram analisadas 2.613 amostras caninas e 760 felinos, nenhuma amostra
apresentou resultado positivo (ALBAS et al., 2018).

Segundo o Ministerio da Saude (2020), houve um caso de raiva humana
transmitido por raposa infectada com a AgV2 no municipio de Catolé do Rocha/PB no
ano de 2020. Os ultimos registros de raiva humana decorrente da variante 2, havia
acontecido em 2013 onde foram registrados trés casos onde o animal agressor foi da
espeécie canina.

De acordo com os dados do presente estudo, 0 virus rabico esta circulando na
regido de Presidente Prudente, onde uma investigacdo epidemioldgica mais complexa
em todos os segmentos do ciclo da area urbana seria importante para a prevencao,

protecdo e promocao a saude publica.
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CONCLUSOES

Foram identificados quatro abrigos ativos na area estudada, sendo que

em dois havia coabitacdo com outras espécies de morcegos.

Foram identificadas 17 espécies de morcegos em area urbana, sendo sete
delas novos registros no municipio de Presidente Prudente.

Todos os morcegos submetidos ao digndstico da Raiva, apresentaram

resultado negativo nos testes convencionais IFD e IVCC.

Foi identificado que estes animais, em algum momento, tiveram contato
com o virus rabico, uma vez que, foram registradas amostras reagentes

com titulos superiores a 0,5 Ul/mL.

Ndo houve diferenca significativa entre os titulos soroldgicos entre

machos e fémeas.

A pesquisa por Lyssavirus na gordura marrom dos morcegos,

apresentou-se positiva em um individuo da espécie P. Discolor.

A amostra positiva para o virus da raiva pertence a AgV2.

O presente trabalho é importante para a prevencdo, protecdo e

promocdo a saude publica por meio da vigilancia que se fez em fungédo do

monitoramento da circulagdo do virus, alertando assim, os 6rgdos oficiais

que controlam esta zoonose da presenca do virus rabico em circulacdo na

regiao em estudo.
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ANEXOS

1. Anexo — Declaracéo de parceria entre a equipe de pesquisa e o escritorio de

Defesa agropecuaria.

B e A S oy 4P DEFESA

COORDENADORIA DE DEFESA AGROPECUARIA

DECLARAGCAO DE PARCERIA

O Escritdrio de Defesa Agropecudria (EDA) de Presidenta Prudents, S2, com base
no Decreto n® 45.781 de 27 de Abrt de 2001, que reguiamentou & Lei n® 10,670 de 24 de
Outubro de 2000, tem a miss3o de controlar a raiva no Estada de S3o Paulo, indusive
realzar o controle populacional do morcego hemati¥age (Desmadus rotundus), principal
transmissor desta doenga para o5 herbivoros, Portanto, realiza este  trabalho
rolineiramente, captwando amostras em abrigos referencados @ usanda a pesta
vampkickla nos mesmos.

Dedaramos neste momento, que estamos realizando parceria com o Dr. Avelno
Albas, Pesquisador Clentifico, responsével pelo laboraténio de raiva da APTA - Presigente
Prudente, am funcdo do Projeto de Pesquisa n® 2017/23667/1 concedido ao Pesquisador
pela Fundacda de Amparo 3 Pesquisa do Estado de S&o0 Paulo (FAPESP) intitulado:
"Pesquisa do Virus Rébico em Morcegos Hematifagos (Desmodus rotundus) na Regdo
Ceste do Estado de 530 Pauk”.

Esta parcera emvolve 3 cessdo ao laboratéeio de exemplares vivos do ctado
maorceQo na quantidade apraximada de 20% do total encontrado em cada abrigo. Estes
exemplares serdo acondicdionades em gaioles spropriadas e encaminhados par2 o
Eaboratério de raiva para proceder os experimentos propostos no Projetn,

Sam mais para o memento,
Marcio Joad Plocindo de Freilas Montes Gengahves
Azzsisterto de Plancjamento Dirotor Téorico
EDAF, Prudente £DA P. Prudente

Presdente Prudente, 15 de Agosto de 2018,

RICRITOR0 UF DEFEAA AGROPEC WA OF PRESICE NTE SWUceNTE
Ay Colinth Riinin Wimsarntims, 44T = Jarden Puintare + 1015000 + Prosice'se Pracess - 57 +
ToraMan (18) 56102074 — (0] J0L6-ZLUE - snl ~ vl fow e shmlinds 39 gon o
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2. Anexo - Licenca de coleta da equipe de trabalho (Frente)

Ministério do Meka Ambiante - MMA
MWCWW“W&W-M
Skatema dé Autorizagdo o Infoesacio am Biodhversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico
Nimero: 27346-1 l Data da Emissio: 28/04/2011 10:30

Dados do titular
Nome: WAGNER ANDRE PEDRO
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Licenca de coleta da equipe de trabalho (Verso)
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Brored 30 MM U000 PROVec o Bodveiinde - G500

Licenga permanente para coleta de material zooldgico
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[T ——" — owrs s o1y
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3. Anexo — Comite de Etica ( Frente)
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4. Anexo — Planilha descritiva das coordenadas Geograficas e municipios onde foram
catalogados os abrigos.

Caddigo do
abrigo Coordenada Municipio
Presidente
1 $22°06'48.8" W 051° 27'05.0" Prudente
2 §$22°05'27.8" W 051°27'19.8" Alvares Machado
3 §21°49'51.3" W 051°21'04.7" Santo Expedito
4 S$21°48'44.9" W 051° 19'29.8" Santo Expedito
5 S 21°49'25.0" W 051° 29'57.5" Emiliandpolis
6 $21°49'29.0" W 051° 28'46.4" Emiliandpolis
Presidente
7 $22°06'55.0" W 051° 27'33.2" Prudente
Presidente
8 $22°09'39.7" W 051° 26' 10.8" Prudente
Presidente
9 §22°11'57.9" W 051° 24'44.3" Prudente
10 $22°37'03.1" W 051° 16'58.5" Nantes
Presidente
11 $22°04'20.7" W 051° 35'07.8" Bernardes
Presidente
12 $22°05'08.9" W 051° 35'35.2" Bernardes
Presidente
13 $22°07'47.9" W 051° 36'29.0" Bernardes
Presidente
14 $22°10'47.0" W 051° 37'24.9" Bernardes
Presidente
15 §$22°13'51.8" W 051° 37'56.0" Bernardes
16 $22°14'32.7" W 051° 17'54.0" Regente Feijo
17 $22°12'40.2" W 051° 17'47.2" Regente Feijd
18 $22°14'03.5" W 051°09'37.0" Martinépolis
19 §$22°19'51.2" W 051° 07'54.3" Martindpolis
20 $22°19'06.0" W 051°12'33.2" Taciba
21 §$22°16'37.7" W 051°17'18.2" Taciba
22 $22°12'19.6" W 051° 26'06.0" Pirapozinho
23 §$22°13'51.4" W 051° 26'35.3" Pirapozinho
24 $22°16'59.2" W 051° 31'13.6" Pirapozinho
Narandiba/
25 $22°23'14.9" W 051° 32'40.2" Tarabai
Narandiba/
26 $22°26'13.6" W 051° 40'39.9" Sandovalina
27 §$22°27'31.9" W 051° 45'35.3" Sandovalina
28 $22°12'37.3" W 051° 25'35.0" Pirapozinho
29 $22°19'23.6" W 051°17'04.5" Taciba
30 $22°19'52.8" W 051° 15'26.5" Taciba
31 $22°38'24.2" W 051° 27'16.6" Taciba/Narandiba




32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

§22°38'24.2"
§$22°20'14.6"
§22°32'52.3"
§$22°37'07.3"
§22°37'03.1"
$22°38'09.2"
§22°23'37.5"
$22°23'56.9"
§$22°24'54.9"
$22°26'50.2"
$22°24'01.7"
§$22°23'17.7"
§22°23'24.5"
§$22°23'24,5"
$22°23'10.7"
§$22°22'41.4"
$22°05'35.0"

W 051° 27'16.6"
W 051°17'16.6"
W 051° 21'04.8"
W 051° 25'40.0"
W 051° 16'58.5"
W 051° 19'48.9"
W 051° 16'56.4"
W 051° 16'54.4"
W 051° 16'53.8"
W 051°19'16.8"
W 051° 16'34.3"
W 051°17'22.9"
W 051°17'19.1"
W 051°17'19.1"
W 051°17'35.5"
W 051° 18'13.4"
W 051°17'11.7"

Taciba
Taciba
Taciba
Taciba
Taciba
Taciba
Taciba
Taciba
Taciba
Taciba
Taciba
Taciba
Taciba
Taciba
Taciba
Taciba
Eneida
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