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Ocorréncia de raiva em ovinos no Rio Grande do Sul'
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ABSTRACT.- Rissi D.R., Pierezan F., Kommers G.D. & Barros C.S.L. 2008. [Occurrence
of rabies in sheep in Rio Grande do Sul, Brazil.] Ocorréncia de raiva em ovinos no Rio
Grande do Sul. Pesquisa Veterindria Brasileira 28(10):495-500. Departamento de
Patologia, Universidade Federal de Santa Maria, 97105-900 Santa Maria, RS, Brazil. E-
mail: claudioslbarros @ uol.com.br

Cases of rabies in sheep occurring in November 20083, in central Rio Grande do Sul
state, Brazil, are described. A 3-month-old male, and a 2.5-month-old female sheep were
affected. Clinical signs were characterized by abnormal gait, trembling, lateral recumbency,
convulsion, opisthotonus, and fever. Histological findings included a non-suppurative
myelomeningoencephalitis associated with intracytoplasmic eosinophilic inclusion (Negri)
bodies in neurons. Lesions were predominantly observed in gray matter of the spinal cord,
brainstem and cerebellum. There was non-suppurative Gasserian ganglionitis in one sheep
in which this structure was examined. Immunohistochemistry using rabies virus
ribonucleoprotein polyclonal antibody yelded positive result in brain tissue from both sheep.
The cases herein reported occurred concomitantly to an outbreak of bat transmitted rabies
in cattle in the same region and were considered, on epidemiological basis, to be transmitted
by bats, as occurs in endemic bovine rabies in Rio Grande do Sul.

INDEX TERMS: Lyssavirus, Rhabdoviridae, rabies, diseases of sheep, immunohistochemistry,

neuropathology.

RESUMO.- Descreve-se a ocorréncia de raiva em ovinos
na regiao Central do Rio Grande do Sul em novembro de
2003. Foram afetados dois ovinos de raga mista, um ma-
cho de trés meses e uma fémea de 2,5 anos de idade que
apresentaram sinais clinicos com evolugéo de cinco dias
e caracterizados por dificuldade de locomocdao, tremores
musculares, decubito lateral, convulsdes, opistétono e
febre. Histologicamente havia mielomeningoencefalite
ndo-supurativa, associada a inclusdes eosinofilicas
intracitoplasmaticas (corpusculos de Negri) em neurdni-
0s nos dois ovinos afetados. Em um ovino em que o
ganglio de Gasser foi examinado, havia ganglionite ndo-
supurativa. As lesdes concentravam-se predominante-
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mente na substancia cinzenta da medula espinhal, no tron-
co encefdlico e no cerebelo. Antigeno viral foi detectado
em secoes selecionadas de ponte e bulbo submetidas ao
teste de imuno-histoquimica utilizando anticorpo policlonal
anti-ribonucleoproteina do virus da raiva. Os casos ocor-
reram em meio a um surto de raiva bovina transmitida por
morcegos e foram considerados, com bases epidemiold-
gicas, como transmitidos da mesma forma, como ocorre
na raiva endémica de bovinos no Rio Grande do Sul.

TERMOS DE INDEXAQAO: Lyssavirus, Rhabdoviridae, raiva,
doencas de ovinos, imuno-histoquimica, neuropatologia.

INTRODUCAO

A raiva é uma doenga quase invariavelmente fatal que
afeta varias espécies animais. E causada por um virus da
familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus, e transmitida
principalmente a partir da inoculagéo viral via saliva de
um animal infectado (Swanepoel 2004). Duas variantes
do virus sao descritas no Brasil, uma associada ao ciclo
selvagem, isolada de bovinos e morcegos, e outra asso-
ciada ao ciclo urbano, isolada de caes, gatos e humanos
(Ito et al. 2001, Heinemann et al. 2002). A raiva urbana
esta controlada no Rio Grande do Sul desde o inicio da
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década de 1980, mas ainda é endémica em varias regi-
0es do pais (Belotto et al. 2005). A raiva selvagem, no
entanto, € endémica no rebanho bovino do Estado, onde
se constitui como doencga neurolégica viral de bovinos de
maior prevaléncia (Sanches et al. 2000, Silva et al. 2006),
com maior incidéncia de casos na primavera e verao (Rech
et al. 2006a). Apesar de ser uma doenga comumente di-
agnosticada em bovinos, a raiva é rara em ovinos, o que
torna dificil o reconhecimento de suas caracteristicas nes-
sa espécie (Riet-Correa et al. 1983, Lima et al. 2005).

O objetivo deste trabalho é descrever os achados epi-
demioldgicos, clinicos e patolégicos de um surto de raiva
em ovinos ocorrido em uma propriedade rural da regidao
Central do Rio Grande do Sul em 2003 e demonstrar a
eficiéncia do teste de imuno-histoquimica (IHQ) como fer-
ramenta adicional no diagndstico da raiva.

MATERIAL E METODOS

Dados epidemioldgicos e clinicos do surto foram obtidos junto
ao proprietario e ao clinico encarregado dos casos. Os ovinos
eram mesticos e foram designados como A e B. O Ovino A era
um macho de trés meses de idade e o Ovino B era uma fémea
de 2,5 anos de idade. Ambos foram submetidos a eutanasia in
extremis e necropsiados. Fragmentos de varios 6rgaos incluin-
do os encéfalos inteiros e a medula espinhal foram colhidos
dos dois ovinos. Um monobloco composto pelo ganglio de
Gasser, rete mirabile carotidea e hipoéfise (GRH) foi colhido do
Ovino A. Todo o material foi fixado em formol a 10%. O exame
macroscoépico do encéfalo fixado foi realizado em sec¢des trans-
versais feitas em intervalos de 1cm apds a fixagdo. Os cortes
selecionados para histopatologia foram os mesmos recomen-
dados para o exame do sistema nervoso central de bovinos
(Barros & Marques 2002): (1) bulbo na altura do ébex; (2) ponte
na altura dos pedunculos cerebelares; (3) cerebelo; (4)
mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais; (5) telencéfalo
parietal; (6) hipocampo; (7) talamo; (8) telencéfalo frontal; (9)
nucleos basais; (10) medula espinhal cervical; (11) medula es-
pinhal torécica; e (12) medula espinhal lombar. O material foi
processado rotineiramente para histologia e corado pela
hematoxilina-eosina (HE). Secdes de bulbo e ponte dos dois
animais foram cortadas a 4 um e submetidas a IHQ em laminas
com carga elétrica, utilizando anticorpo policlonal anti-
ribonucleoproteina (rabies polyclonal DFA reagent, Chemicon®
International) na diluicdo de 1:1000.

RESULTADOS

A doenca ocorreu em novembro de 2003 e 0s dois ovinos
afetados desenvolveram sinais clinicos caracterizados por
incoordenacao, principalmente nos membros pélvicos, tre-
mores musculares, decubito lateral, convulsées e opistéto-
no. O Ovino A apresentava temperatura corporal de 41°C e
0 Ovino B, de 43°C. A evolucao da doenca foi de cinco dias.
Numa propriedade vizinha trés bovinos apresentaram sinais
clinicos semelhantes e foi realizado diagnéstico histopatolo-
gico de raiva, que foi confirmado pela imunofluorescéncia
direta (IFD) (Rech et al. 2006a). Nao foram observadas alte-
racbes macroscopicas em nenhum dos ovinos. Histologica-
mente havia mielomeningoencefalite ndo-supurativa asso-
ciada a inclusdes eosinofilicas intracitoplasmaticas (corpus-
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culos de Negri) em neurbnios. A intensidade das lesdes va-
riou dependendo da secao examinada. O Ovino A apresen-
tou ganglionite e neuroipofisite ndo-supurativa, com varia-
dos graus de cromatdlise neuronal, neuronofagia e forma-
¢ao de nddulos de Babes. Uma descricao mais detalhada
dos sinais clinicos e achados histopatoldgicos pode ser ob-
servada no Quadro 1 e nas Fig.1-11.

DISCUSSAO

A raiva € uma doenca rara em ovinos no Brasil (Riet-Correa
et al. 1983, Lima et al. 2005) e no restante das Américas
(Belotto et al. 2005). Os casos desctritos aqui foram os Uni-
cos diagnosticados pelo Laboratdrio de Patologia Veterina-
ria (LPV) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM)
em 43 anos. O motivo pelo qual a raiva € uma doenca rara
em ovinos em uma regido endémica para a raiva bovina néo
é bem compreendido. No entanto, trés fatores poderiam ser
considerados: (1) o controle da raiva urbana no Estado des-
de a década de 1980 diminuiu a possibilidade de um ovino
ser atacado por um cao infectado e desenvolver a doenca,
(2) morcegos parecem atacar ovinos com menor freqiiéncia
(Lima et al. 2005) e preferem atacar bovinos a outros ani-
mais (Baer 1991), e (3) a espessa cobertura de 1a pode difi-
cultar e até mesmo impedir a chegada e a a¢cdo dos morce-
gos hematofagos em um rebanho ovino.

Devido a raridade dessa doencga, o diagndstico nestes
casos foi baseado nos achados histopatoldgicos e confir-
mado pela IHQ, pois a suspeita de raiva ndo havia sido
levantada durante o acompanhamento clinico dos animais.
Esse incidente indica que a raiva sempre deve ser inclui-
da no diagndstico diferencial das doencas do sistema
nervoso central (SNC) de ovinos, mesmo que raramente
descrita nessa espécie.

O surto de raiva aqui descrito apresentou caracteristi-
cas epidemioldgicas e clinicopatoldgicas semelhantes as
observadas em surtos de raiva bovina diagnosticados na
area de abrangéncia do LPV-UFSM (Rech et al. 2006). A
doenca ocorreu no final da primavera e o quadro clinico
era caracteristico da forma paralitica da doenca, com alte-
racdes na locomogao e que rapidamente evoluiam para
decubito e morte. A epidemiologia da raiva varia de acordo
com a area geografica. Em areas endémicas o virus é
mantido em um ciclo urbano, tendo como reservatérios caes
e gatos, e/ou em um ciclo selvagem, onde 0s reservatorios
variam dependendo da regido (lto et al. 2001, Woldehiwet
2002). Na América do Sul, a raiva selvagem é transmitida
pela mordedura de morcegos hematdfagos, principalmen-
te Desmodus rotunduns (Arelliano-Sota 1988, Baer 1991).
Os casos descritos no presente trabalho ocorreram em uma
area endémica para raiva bovina (Rech et al. 2006a) e em
meio a um surto de raiva bovina. Além disso, os sinais cli-
nicos desenvolvidos pelos ovinos necropsiados eram se-
melhantes aos observados nos bovinos afetados. Essas
duas caracteristicas indicam que provavelmente houve o
envolvimento de um mesmo virus ou de um mesmo grupo
de virus nos surtos de raiva ovina e bovina e que o agente
era mantido naquela regido pela populacao de morcegos
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Quadro 1. Dados histopatolégicos dos casos de raiva em ovinos na regiao Central do Rio Grande do Sul

Ovino Idade Sexo Raca Alteracdes histopatolégicas
Distribuicao Descricao
A 3 M2 Mista MELP Neurite linfoplasmocitaria leve unilateral. Manguitos perivasculares linfoplasmocitarios multifocais
meses moderados predominantemente num dos cornos dorsais da substancia cinzenta (no lado corres-

pondente ao nervo afetado). Nessas areas havia rarefacao do neurdpilo, gliose difusa,
tumefacédo endotelial, esferéides axonais, neuronofagia, nédulos de Babes, infiltracdo por célu-
las gitter (malacia) e moderado numero de corpusculos de Negri.

MET® Manguito perivascular linfoplasmocitario leve focal.

MECd Manguitos perivasculares linfoplasmocitarios multifocais moderados predominantemente num
dos cornos dorsais da substancia cinzenta, com rarefagao do neurdpilo, gliose difusa, tumefacao
endotelial, esferdides axonais, neuronofagia e infiltragao por células gitter (malacia). Ocasionais
corpusculos de Negri e manguitos perivasculares na substancia branca.

Bulbo Manguitos perivasculares linfoplasmocitarios multifocais leves, com tumefagao endotelial.
Ponte Manguitos perivasculares linfoplasmocitarios multifocais leves, com tumefacao endotelial e oca-
sionais corpusculos de Negri.
Cerebelo Ocasionais corpusculos de Negri em neurénios de Purkinje.
Mesencéfalo Manguitos perivasculares linfoplasmocitarios multifocais leves e moderados, predominantemen-

te nas porgdes ventrais, com gliose difusa e focal (predominantemente periaqueductal), tumefacéo
endotelial e raros corpusculos de Negri.

Talamo Manguitos perivasculares linfoplasmocitarios multifocais leves, gliose focal e raros corpusculos
de Negri.
Hipocampo Tumefagao endotelial, predominantemente na substancia cinzenta.

Telencéfalo occipital Manguitos perivasculares linfoplasmocitarios multifocais leves em vasos do neurdpilo e vasos
meningeos e tumefagao endotelial.
Telencéfalo parietal Tumefagéo endotelial, predominantemente na substancia cinzenta.
Telencéfalo frontal Manguitos perivasculares linfoplasmocitarios multifocais leves em vasos meningeos, tumefagao
endotelial e raros corpusculos de Negri .
Ndcleos basais Manguitos perivasculares linfoplasmocitarios multifocais leves e moderados, predominantemen-
te nas porc¢des ventrais, com gliose difusa e tumefagéo endotelial perilesional.
GRH® Infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitario multifocal e coalescente acentuado, com cromatdlise e
vacuolizacdo citoplasmatica de neurdnios, neuronofagia e formacdo de nddulos de Babes.
Neuroipofisite linfoplasmocitaria difusa acentuada.

B 2,5 Ff Mista MEL Tumefagao endotelial predominantemente num dos cornos dorsais da substancia cinzenta, com
meses rarefacdo do neurdpilo, gliose difusa e corpusculos de Negri.

MET Tumefagao endotelial predominantemente num dos cornos dorsais da substancia cinzenta, com
rarefacdo do neurdpilo, gliose difusa e corpusculos de Negri.

MEC Manguitos perivasculares linfoplasmocitario leve predominantemente nos cornos dorsais da subs-
tancia cinzenta, com rarefagéo do neurdpilo, gliose difusa, tumefacéo endotelial e corpusculos
de Negri.

Bulbo Manguitos perivasculares linfoplasmocitarios multifocais leves, com multiplas areas de gliose
difusa, tumefagao endotelial e rarefagao do neurdpilo. Ocasionais corpusculos de Negri.

Ponte Manguitos perivasculares linfoplasmocitarios multifocais leves, com multiplas areas de gliose
difusa, tumefacao endotelial e rarefagéo do neurdpilo. Raros corpusculos de Negri.

Cerebelo Multiplas areas de formacéo de arbustos gliais na camada molecular e grande numero de cor-
pusculos de Negri em neurdnios de Purkinje. Meningite linfoplasmocitaria moderada.
Mesencéfalo Manguitos perivasculares linfoplasmocitarios multifocais leves, com multiplas areas de gliose
difusa, tumefacao endotelial e rarefagéo do neurdpilo. Raros corpusculos de Negri.
Talamo Tumefagao endotelial, predominantemente na area periventricular, com intensa reagao glial (difusa
e focal) e moderado numero de corpusculos de Negri.
Hipocampo Tumefagao endotelial, predominantemente na substancia cinzenta.

Telencéfalo occipital Manguitos perivasculares linfoplasmocitarios multifocais leves em vasos do neurdpilo e vasos
meningeos, tumefagéo endotelial e gliose difusa por toda a substancia cinzenta.
Telencéfalo parietal Tumefagéo endotelial, predominantemente na substancia cinzenta e ocasionais corpusculos de
Negri.
Telencéfalo frontal Intensa tumefaca@o endotelial e reacgao glial difusa por toda a extensao da substancia cinzenta,
aumento dos espacos perineuronais e perivasculares e grande nimero de corpusculos de Negri.
Nucleos basais Area focalmente extensa de intensa tumefacado endotelial e reagéo glial, com aumento dos es-
pacos perineuronais e perivasculares e moderado numero de corpusculos de Negri.

aMacho; Pmedula espinhal lombar; °medula espinhal torécica; 9medula espinhal cervical; ©ganglio de Gasser + rete mirabile carotidea +
hipdfise; fféemea.
hematdéfagos, que foram considerados como fonte de in-  dois diferentes grupos virais que séo mantidos, independen-
feccao para ambas as espécies. temente, por morcegos hematofagos e caes (Ito et al. 2001).
Estudos moleculares de amostras virais de diferentes  Cada grupo viral esta adaptado a um determinado hospe-
espécies afetadas pela raiva indicam que no Brasil existem  deiro e pode causar diferentes padrdes clinicos quando trans-
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as caracteristicas da cepa viral também parecem influenciar
o quadro clinico, pois ovinos infectados pela mordida de caes
desenvolveram sinais da forma paralitica da doenga (Lima
et al. 2005) e casos experimentais de raiva em ovinos com
variantes virais européias isoladas de morcegos reproduzi-
ram doenca clinica com caracteristicas da forma furiosa da
doenca (Brookes et al. 2007).

Nao foram encontradas altera¢cdes macroscépicas nos
dois ovinos necropsiados. Hiperemia dos vasos
leptomeningeos, distenséo da bexiga e do reto e traumas
auto-infligidos sdo possiveis achados observados em ca-
sos de raiva em herbivoros, porém nem sempre estao pre-
sentes (Lima et al. 2005, Rech et al. 2006a). Os achados

Fig.7. Proliferagao focalmente extensa da micrdglia (arbustos
gliais) na camada molecular do cerebelo (Ovino B). HE,
0bj.20x.

Fig.8. Ganglionite ndo-supurativa; observa-se a intensa infiltra-
¢ao de células inflamatdrias entre os neurénios do ganglio
de Gasser (Ovino A). HE, obj.20x.

Fig.9. Neurénio vacuolizado (esquerda) e ndédulo neuronofagico
(direita) no ganglio de Gasser (Ovino A). HE, obj.100x.

Fig.10. Neuro-hipofisite (Ovino A). HE, obj.10x.

Fig.11. Neurbnio da ponte com marcacao positiva no teste de
imuno-histoquimica (Ovino B). Avidina-biotina, obj.100x.

T S T

histopatoldgicos eram caracteristicos de raiva e semelhan-
tes aos observados em casos da doenca em ruminantes e
equinos (Riet-Correa et al. 1983, Langohr et al. 2003, Lima
et al. 2005, Rech et al. 2006a,b, Pierezan et al. 2007). As
lesbes eram mais concentradas na medula espinhal, se-
guida do tronco encefélico e do cerebelo, e refletem a dis-
tribuicdo antigénica e a via de entrada do virus no SNC
(Bingham & van der Merwe 2002, Swanepoel 2004). Apos
replicacao primaria em terminacdes nervosas proximas ao
sitio de entrada, as particulas virais sao transportadas via
axonio para a medula espinhal e para o encéfalo, chegan-
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do primeiramente no tronco encefalico. A distribuicao das
leses observadas no SNC destes ovinos € semelhante as
descritas em casos de raiva em ruminantes no Brasil
(Langohr et al. 2003, Lima et al. 2005), porém, a natureza
dessas lesdes foi um pouco diferente. Casos de raiva em
bovinos normalmente apresentam lesdes predominante-
mente inflamatdrias e um menor grau de lesdes degenera-
tivas no tronco encefalico (Langohr et al. 2003), enquanto
que equinos afetados pela raiva parecem desenvolver um
maior grau de lesdes degenerativas (Pierezan et al. 2007)
e com distribuicdo mais difusa no SNC (Lima et al. 2005).
Se forem comparadas as trés espécies, 0s ovinos deste
relato apresentaram lesdes que foram observadas tanto
em bovinos como em eqiinos. A quantidade de CN foi maior
em areas com menor grau de lesdes e esse parece ser um
achado constante em casos da doenca (Langohr et al. 2003,
Lima et al. 2005). Essas inclusdes eram facilmente obser-
vadas em grandes neurdnios, como os da medula espi-
nhal, mesencéfalo e cerebelo, e variaram em numero e
localizagdo neuroanatdmica em cada caso.

Varias técnicas tém sido utilizadas para o diagndstico
da raiva, mas a IFD e a inoculagéo intracerebral em ca-
mundongos (ICC) sao consideradas os testes-padrdo
(Swanepoel 2004). Como o diagnéstico histopatoldgico
depende da observacao de CN caracteristicos e esse acha-
do nem sempre esta presente (Langohr et al. 2003, Rech
et al. 2006a,b), o diagndstico oficial da raiva necessita da
confirmagao por IFD e/ou ICC. As amostras dos casos aqui
descritos ndo foram coletadas para testes viroldgicos por
nao ter havido suspeita clinica de raiva. No entanto, foram
observados CN em ambos os casos e se¢des de ponte e
bulbo foram positivas na IHQ. Essa regido (tronco
encefdlico) foi selecionada para IHQ por ser a area de elei-
céo para testes de marcacao antigénica em bovinos
(Bingham & van der Merwe 2002). A técnica de IHQ mos-
trou ser especifica e sensivel para a confirmacgéo do diag-
néstico e vem sendo usada como ferramenta adicional no
diagndstico de raiva em humanos e animais, principalmen-
te em casos onde ha somente meningoencefalite nao-
supurativa, sem CN, em casos em que as técnicas de IFD
e ICC resultam negativas e na realizagao de estudos re-
trospectivos de material emblocado em parafina (Jogai et
al. 2000, Vural et al. 2001, Arslan et al. 2004, Pierezan et
al. 2007). Nos neurbnios marcados positivamente eram
observados antigenos virais distribuidos como finos gra-
nulos dispersos pelo citoplasma ou em densos agregados
circulares de 3-10 um de diametro.

A baixa freqiiéncia de diagndsticos de raiva em ovinos
na nossa rotina e na de outros laboratérios do pais impede a
geracao de dados substanciais sobre as caracteristicas da
doenca nessa espécie. No entanto, as circunstancias epide-
mioldgicas (controle da raiva urbana no Estado e presenca
de raiva bovina endémica transmitida por morcegos) deste
surto indicam que é provavel que ocasionais surtos de raiva
ovina no Rio Grande do Sul sejam transmitidos por morce-
gos e, consequentemente, apresentem um padrao
clinicopatoldgico semelhante ao de casos de raiva bovina.
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