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RESUMO

O diagnéstico laboratorial da raiva em morcegos é realizado utilizando-se, principalmente,
o cérebro do animal suspeito. O objetivo do presente trabalho foi testar a hipétese de que o método
de aspiracdo com pipeta plastica (tipo Pasteur) é eficaz na obtencdo de cérebro de morcegos para
arealizagdo do diagndstico comparado com o método tradicional de abertura de cranio. Para tanto,
estudaram-se quatro espécies diferentes de morcegos, Molossus rufus E. Geoffroy, 1805, Molossus
molossus (Pallas, 1766), Artibeus lituratus (Olfers,1818) e Myotis nigricans (Schinz, 1821), totalizando
200 amostras. A quantidade de cérebro obtida pelo método tradicional foi significativamente
maior, contudo, o material colhido pela aspiracao foi suficiente para a execucdo do diagndstico
da doenga e ndo danificou nenhum dos caracteres biométricos do cranio. Ambos os métodos
detectaram individuos positivos, sendo que o método de aspiragdo teve a vantagem de preservar
o cranio possibilitando melhor identificagdo das espécies.
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ABSTRACT

EVALUATION OF ASPIRATION METHOD FOR BAT BRAIN COLLECTION FOR RABIES
DIAGNOSIS. The diagnosis of rabies in bats is usually performed using the brain of suspected
animals. The main hypothesis tested by the present study was whether the aspiration method using
a plastic pipette (Pasteur type) was effective in the collection of bat brain sample for rabies
diagnosis when compared to the skull-opening method. A total of 200 bats of 4 species were
studied: Molossus rufus E. Geoffroy, 1805, Molossus molossus (Pallas, 1766), Artibeus lituratus (Olfers,
1818) and Myotis nigricans (Schinz, 1821). The proportion of brain weight compared to body weight
was statistically higher when using the traditional method, although the brain mass collected by
the aspiration method was enough for rabies diagnosis and did not damage any skull biometric
characteristics. The results demonstrate that both collection methods detected positive samples,
while the aspiration method has the advantage of skull preservation, permitting the identification
of the species.

KEY WORDS: Chiroptera, rabies, diagnosis, brain harvest, skull preservation.

controle da enfermidade nesses animais, bem como
em herbivoros, animais de estimacdo e humanos
(ScHEFFER et al., 2007).

Araivaéuma doencainfecciosa aguda causada por
um Lyssavirus queacomete todos os mamiferos, inclusi-
ve 0s morcegos e 0 homem. Sua epidemiologia é, em

parte, influenciada pela distribui¢do, abundéancia,
demografia, ecologia comportamental, disperséo das
espécies de reservatdrios, assim como pelas suas
interagdes com osseres humanos (RupprecHT et al., 1995).

O conhecimento de aspectos ligados a patogenia
e epidemiologia da raiva nas diferentes espécies de
morcegos constitui importante instrumento para o

Embora os morcegos nao-hematéfagos possuam
importantes fun¢des de polinizagdo, dispersdo de
sementes e predacdo de insetos, principalmente em
regides tropicais, deve-se evitar a sua presenga nas
habita¢oes de humanos, pois o modomais comum de
transmissdo da raiva é a mordedura tendo como
veiculo a saliva (RUPPRECHT et al., 1995).

*Trabalho apresentado como Dissertagdo de Mestrado do Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia Animal — UNESP -

Aragatuba em 26/9/2008.
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Nas regides Norte e Noroeste do Estado de Sao
Paulo, com municipiossede em Aragatuba, Presiden-
tePrudente e SdoJosé do Rio Preto, no periodode 1997
a2002, foram registrados 98 casos de raiva em varias
espécies de morcegos em areas urbanas e rurais. A
doenga ocorreu predominantemente em morcegos
frugivoros,com destaque para Artibeus lituratus, espé-
ciecom maior niimero de exemplares positivosnessas
regides (CuNHA et al., 2006).

No Estado de Sao Paulo, segundo normas do
Programa Estadual de Controle daRaiva (Korarretal.,
1998), os municipios devem recolher os morcegos
suspeitos e envid-los para diagnostico laboratorial
por meio da imunofluorescéncia direta (Dean et al.,
1996) e deinoculagdointracerebral em camundongos
(Korrowski, 1996). Os resultados laboratoriais, embo-
rano caso dos morcegos nao influenciem na decisao
deseproceder oundoumtratamento, sdoimportantes
para o estudo da epidemiologia e para se instituir
medidas de controle da doenga.

Para arealizagdo do diagndstico daraiva, a colheita
de cérebro é feita tradicionalmente por abertura de cra-
nio, porém a utilizagdo da pipeta plastica (tipo Pasteur)
ja foi citada por KINnG et al.(1998), indicando-a para
situagdes onde ndo ha a possibilidade da abertura do
cranio, ao passo que East et al. (2001) utilizaram canu-
dos de pléstico para a coleta de amostras de cérebro de
hienas mortas por acidentes, introduzindo os canudos
pelo forame magno. Além disso, a utilizacdo da pipeta
plastica demonstrou-se bastante ttil para a coleta de
cérebrodeanimaissilvestres de pequeno porte, destina-
dos a pesquisa do virus rabico, em drea de preservagao
permanente no Municipio de Ribeirdo Grande, SP
(Iamamorto, 2005; Iamamoro et al., 2009).

Quandose trata de morcegos, aabertura do cranio
com a tesoura causa danos aos 0ssos, cujas caracteris-
ticas sdo importantes para aidentificacdo da espécie,
feita por meio de dados biométricos (VizorTo; TADDE],
1973; GreGoriN; TappE1, 2002; REIS et al., 2007). Essa
identificagdo, por usa vez, é importante para a siste-
matica filogenética, que fornece subsidios para uma
compreensao geral da diversidadebiolégica, daevo-
lucdo dos tdxons e da modificagdo de caracteres
(AMORIN, 2002), j& que o método comparativo vem
sendo, desde os tempos de Darwin, uma das princi-
pais maneiras de estudar os padrdes e processos da
evolucdo biolégica (Dmiz FiLuo, 2000).

Nao foram encontradas, na literatura, pesquisas
queinvestigaram qualquer diferenga deeficiciaentre
esses dois métodos de colheita de cérebro. Conside-
rando que o sucesso para a realizacdo das técnicas
depende de uma quantidade do 6rgaosuficiente para
efetuar o decalque nalamina de imunofluorescéncia
e para preparar o macerado, que serd utilizado na
provabioldgica e, considerando que havia sido com-
provado por meio de um treinamento prévio da técni-

ca de aspiracdo que a quantidade de cérebro colhida
com a pipeta plastica foi suficiente para fazer os dois
procedimentos. Entretanto, esperava-se que a possi-
vel diferenca na quantidade de cérebro obtido pelas
duas técnicas ndo interferisse no diagnéstico da rai-
va. Dessa forma, o presente trabalho teve como obje-
tivo testar a hipdtese de que o método de aspiragdo
com pipeta plastica (tipo Pasteur) é eficazna obtengao
de cérebroparaarealizacdo do diagndstico compara-
do com o método tradicional de abertura de cranio.

Foi utilizadono presente trabalho um total de 200
morcegos provenientes dos Municipios daregido de
Aragatuba, encaminhados ao Laboratério de Raiva
da Universidade Estadual Paulista — Campus de
Aracatuba, no periodo de agosto de2005anovembro
de2007.De cadaum deles, obteve-se umaamostrade
cérebro para a realizagdo dos testes de
imunofluorescéncia direta (IFD) e inoculagédo
intracerebral em camundongos, segundo recomen-
dacoes da OMS (MEsLIN ef al., 1996).

A escolha do método pelo qual o cérebro dos
animais foi retirado (abertura de cranio ou a aspira-
¢do com pipeta plastica) foi feita por meio de sorteio
simples visando a casualizacdo das amostras, as
quais foram pesadas, sempre pela mesma pessoa
(previamente treinada no novo método durante seis
meses), em umabalanga eletrénica de precisao (0,01g)
devidamente calibrada, anotando-se o peso corporal
e, em seguida, o peso do tecido cerebral retirado.

A partir dos pesos obtidos, foi calculada eregistra-
da para cada animal, por meio de uma regra de trés,
aproporg¢ao dopesocerebralemrazaodo peso corpo-
ral, denominada PPCRPC e dada em porcentagem.
Ela foi calculada multiplicando-se por 100 o peso do
cérebro retirado e dividindo-se esse resultado pelo
peso integral do morcego, demonstrado na seguinte
férmula: PCx100/PM=PPCRPC, onde PC represen-
ta o peso do cérebro retirado e PM o peso integral do
morcego. Esse parametro tornou-se mais coerente
paraacomparacio, uma vez que os animais recebidos
nao eram da mesma espécie e ndo apresentavam
pesos iguais.

Os animais selecionados estavam em boas condi-
¢desde conservagao, isto €, aindandohaviamentrado
emdecomposi¢doehaviamsidoenviados sobrefrige-
ragdoouaindavivos. As espécies incluidasno estudo
corresponderam aquelas recebidas com maior
frequéncia no laboratdrio, ou seja, Molossus rufus (80
espécimes), Molossus molossus (60 espécimes), Artibeus
lituratus (40 espécimes) e Myotis nigricans (20 espéci-
mes), formando dois grupos para cada espécie, se-
gundoométodoutilizado, sendo que cada grupoteve
a mesma quantidade de espécimes, totalizando 100
amostras para cada método, uma vez que nao seria
possivel utilizar o mesmo cérebro para fazer os dois
métodos.
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Foi escolhida uma faixa de peso correspondente a
10% a mais ou a menos do que a média descrita por
PEDRO (1998) para trés destas espéciesnaidade adulta:
M. rufus, A. lituratus e M. nigricans. Para asamostras de
M. molossus o critério de escolha da faixa de peso foide
40%amenosouigualamédia descrita por PEDrO (1998)
paraestaespécie, uma vez que os espécimes recebidos
ndo conseguiram alcangar a faixa de peso escolhida
para as outras trés, por corresponderem, em sua mai-
oria,aindividuosjovens oupor estarem, algunsdeles,
em estado de desidratagao.

No método de abertura de cranio, a retirada do
cérebro foi feita com uma tesoura de ago inox, peque-
na,com pontafina, devidamenteafiadaeesterilizada,
cortando-se os tecidos que cobrem a cabeca e afastan-
do-se os muisculos que recobrem o cranio para uma
melhor visualizagdo do osso. Foram realizados trés
cortes, sendo o primeironaregido orbital (Fig. 1A) por

onde foraminseridas as pontas da tesoura. Posterior-
mente, foi feito nas duaslaterais do cranio demodo a
abrir a calota craniana (Fig. 1B). Uma vez totalmente
exposto, o cérebro foi retirado com a prépria tesoura
e, quando necessério, com o auxilio de uma pinga
anatomica para quenenhumresiduo de cérebroficas-
se dentro da cavidade craniana.

No método de aspiragdo com pipeta plastica, a
retirada foi feita por meio de uma secgdona altura da
articulagdo atlanto-occiptal do morcego, pelo qual,
com auxilio de uma pinga anatémica pequena, foi
feita a desobstrugao do forame magno (Fig. 1C), re-
tirando-se o osso atlas. Nesse orificio, foi inserida a
ponta de uma pipeta plastica de polipropileno, tipo
Pasteur, de 170 mm e ponta com 3 mm de diametro,
com capacidadede3mL. O cérebrofoientdoaspirado,
executando-se,emmédia, quatrosucgdesatéa obten-
¢do de uma aspiragdo seca.

Fig. 1- Localizagdo das regides craniais usadas nos métodos de abertura de cranio (AB) e de aspiracdo com pipeta plastica

(C) para a retirada de cérebro de morcegos.
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Fig. 2 - Médias e desvios da proporcao do peso cerebral em razdo do peso corporal (PPCRPC) obtidas por dois métodos
de retirada de cérebro de espécies de morcegos, no periodo de 2005 a 2007. Aracatuba, SP.
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Utilizou-se o teste t paraa comparacao dasmédias
da PPCRPC obtidas pelos dois métodos,adotando-se
onivel designificancia de 5% (ZAR, 1998). As analises
estatisticas foramrealizadas com o auxilio do progra-
ma de um programa estatistico computadorizado —
Statistical Analysis System (SAS, 1999).

A diferenca entre os métodos, no que se refere a
quantidade de massa cerebral obtida em todas as
espécies, foi estatisticamente significante (P <0,0001),
conforme Figura 2.

Oteste tindicou uma diferenca estatistica de 0,26
entre a PPCRPC no grupo dos M. rufus; de 0,51 no
grupo dos M. molossus; de 0,53 no grupo dos A.
lituratus e de 0,41 no grupo dos M. nigricans. Esses
valores foram considerados altamente significati-
vos na comparagdo das PPCRPC’s. Contudo, em
termos praticos, ambos foram tecnicamente simila-
res, haja vista que em todos os morcegos estudados
foipossivel a colheita de material cerebral suficiente
para todas as analises.

Atécnicadeabertura de cranioresultouemmaior
quantidade de cérebro, porém danificou o osso, prin-
cipalmentenaespécie A. lituratus que apresentou uma
maior densidade 6ssea do cranioemrelacdo asoutras
trés espécies.

Das 200 amostras cerebrais selecionadas para
analise, duas foram positivas paraaraiva (1%),sendo
umadelas daespécie M. molossus enviada pelo Centro
de Controle de Zoonoses do Municipio de Aragatuba
em abril de 2006 e obtida pelo método de aspiragdo
com pipeta plastica, e a outra da espécie A. lituratus,
enviada pela Secretaria de Satide do Municipio de
Ilha Solteira, em agosto do mesmo ano, coletada pelo
método de abertura de cranio.

Adotar um procedimento que retire a massa
cerebral e preserve o cranio facilita muito o proces-
so de identificacdo de espécies nas areas de siste-
matica filogenética e taxonomia e, embora alguns
autores ja tenham descrito sua utilizagdo, ndo ha
relatos de trabalhos comparando métodos de co-
lheita de cérebros de morcegos para o exame da
raiva.

Desta forma,ametodologiaempregadanesteestu-
do facilita a realizagédo de trabalhos de conservagao
ambiental nos quais ha a necessidade de capturar e
eutanasiar animais. Assim, um nimero maior de
amostras poderia ser enviado para a pesquisa do
virus da raiva, sem a necessidade da remessa do
animalinteiroaolaboratério. Além disso,ométododa
aspiragdo permite ainda a coleta de amostras de
cérebro de animais mortos por atropelamento em
estradas, sem a necessidade da coleta integral do
cérebro ou envio do material inteiro.

Os resultados aqui apresentados permitem con-
cluir que o método de aspiragao com pipeta plastica
foi eficaz na obtencao de cérebro de morcegos para a

realizacdo do diagnostico da raiva comparado com o
métodotradicional de abertura de cranio, pois, apesar
da menor quantidade obtida, esta foi suficiente para
a execugdo dos métodos de diagndstico.
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