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RESUMO

Aprofilaxiaantirrabicaembovinos no Brasil é baseadano uso de preparacdes vacinais de virus
inativado. O Programa Brasileiro de Controle da Raiva Bovina indica o uso de uma dose destas
vacinas (1 mL) sequida de um reforco. O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar os niveis
de anticorpos induzidos por 5 esquemas alternativos de vacinagdo antirrabica em bovinos. Para
isto, foraminstituidos cinco grupos experimentais, denominados A, B, C, D e E, contendo 9animais
cada grupo. Os bovinos receberam, inicialmente, uma dose da vacina (dia 0). As doses de reforgo
foram aplicadas de acordo com o seguinte protocolo: grupo B (uma dose no dia 30); grupo C (uma
dose no dia 180); os grupos D e E receberam duas doses de reforco, nos dias 30 e 60 e 30 e 180,
respectivamente; o grupo A néo recebeu dose de reforco. Amostras de sangue para obtencéo de
soro foram colhidas de todos os animais nos dias 0 (controle), 30, 60, 90, 180, 210 e 360 apds o inicio
da vacinacdo. Para aferir os niveis de anticorpos antirrabicos foi utilizado o Teste Rapido de
Inibicdo de Focos Fluorescentes (RFFIT) e foram consideradas positivas as amostras com titulos?
0,5Ul/mL (Unidades Internacionais/mL). O esquemade vacina¢do adotado no grupo E foi o mais
eficiente, determinando niveis mais elevados de anticorpos e persisténcia dos mesmos por tempo
mais prolongado e os resultados obtidos ilustram a necessidade de duas doses de reforco para
melhor protecdo de bovinos. Em fun¢do dos resultados observados, os autores sugerem que a
vacinagdo contraaraivanestesanimaissejarealizadacom 3doses, sendo osreforcosadministrados
nos dias 30 e 180 apds a primeira dose.

PALAVRAS-CHAVE: Bovino, raiva, resposta imune, vacinagao.

ABSTRACT

RABIES VACCINATION IN CATTLE: COMPARISON BETWEEN FIVE VACCINAL
SCHEDULES. The Brazilian Program for Rabies Control indicates the use of 2 doses ofavaccine
with inactivated virus. This study was conducted to determine the best schedule for cattle
vaccination. To evaluate this, 45 bovines were organized in 5 groups (9 animals each), identified
asA,B,C,DandE.Group Areceived only the dose at day 0; groups Band C received one booster
atdays 30 and 180, respectively; groups D and E received two boosters, delivered at days 30 and
60 and 30 and 180, respectively. Blood samples were withdrawn at days 0 (negative control), 30,
60,90, 180, 210and 360 after the beginning of vaccination. Specificantibody levels were determined
in sera samples by therapid fluorescent focus inhibition test (RFFIT). Samples showing titers3
0.5 IU/mL were considered positive. Group E, whose protocol included two boosters, was the
most efficient becauseit induced high and persistentspecificantibody levels. The results reinforce
the need of booster applicationinrabies vaccination to keep the prophylactic efficacy of inactivated
vaccines. Inview of these results the authors suggest the use of 3 doses of avaccine with inactivated
virus: one priming dose followed by two boosters delivered at days 30 and 180 after the initial
dose.
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INTRODUGAO

A raiva em bovinos tem sido um dos principais
problemas dos paises da América Latina, especial-
mente, nas regides onde esti presente 0 morcego
hematéfago (Tapeiet al., 1991). Segundo informe da
Organizacdo Panamericana de Saude, no ano de
2001 foram notificados 2.470 casos de raiva em
bovinos, sendo que destes, 2.322 (94%) ocorreramna
Ameéricalatina; 102 (4,1%) naAméricado Nortee 46
(1,9%) no Caribe. Em outras espécies domésticas
foram notificados 369 casos predominantementeem
eqlinos (84,8%) (ORGANIZACION P ANAMERICANA DE LA
SaLup, 2001).

Um estudo na regido Sul do Brasil, sobre doengas
do sistema nervoso central em bovinos, demonstrou
por meio de diagndstico neuropatoldgico que, deum
total de 305 bovinos com sinais clinicos de disturbi-
0s nervosos analisados, 49,3% apresentaram resul-
tado positivo para raiva (Sanches et al., 2000). Em
outras regides como a Sudeste e Centro-Oeste, tem
havido umacréscimo nos casos de raivanos ultimos
anos, com 1.498 casos no ano de 2000 (MARQUEs &
Korair, 2001).

A raiva dos herbivoros é responsavel por prejui-
zos econdmicos na América Latina estimados em 30
milhdes de délares/ano, com amorte aproximada de
40.000 bovinos/ano (nstituto Pasteur, 1998). Em
todo o mundo, a raiva bovina provoca uma perda
anual de 50 milhdes de dolares/ano (Kine & TURNER,
1993). Particularmente, no Hemisfério Sul, o controle
da raiva nestes animais é realizado pela reducgdo na
populacdo de morcegos hematéfagos e pelo uso de
vacinas (AcHA & Szvmres, 1986). Segundo ATANASIU
(1968), 0 aparecimento de anticorpos é um sinal evi-
dente para se reconhecer uma reag¢do imunolégica
apos vacinacdo. A vacinacao de bovinos, principal-
mente, em areas de alta concentracdo de morcegos
hematdfagos, ndo tem oferecido resultados plena-
mente satisfatorios, inclusive comregistro de casosde
raiva em animais vacinados (MontaRo et al., 1987;
Ronoon et al., 1995). Riseiro NEeTo et al. (1973) reali-
zaram estudo comparativo com vacinas antirrabicas
para bovinos, e constataram que no Brasil, para al-
gunstiposdevacinas,aimunidade ndo persiste mais
que45dias. Outrosautorestambémtémdemonstrado
aineficiéncia de certos tipos de vacinas 30 dias ap6s
0 uso (Aweas et al., 1995; Queroz DA SiLvA et al., 2003).
Experimentalmente, tem sido comprovado que doses
de reforgos conseguem niveis de anticorpos mais
elevados (ITo et al., 1991; Corres et al., 1993; RODRIGUES
DA SiLVA et al., 2000; Ouivera et al., 2000; Aveas, 2003).

Este trabalho teve por objetivo avaliar e comparar
os niveis de anticorpos induzidos por cinco esque-
mas alternativos de vacinagdo contra a raiva em
bovinos.

MATERIAL E METODOS
Animais

Neste trabalho foram utilizados 45 bovinos da
raca %2 Pardo Suico x %2 Holandés, fémeas, com idade
aproximadade um ano, mantidos na EstanciaLolita,
Municipio de Regente Feijo, SP. Estes animais foram
observados porummédicoveterinérioeestiveramem
condic¢des adequadas de saude durante a execugao
destetrabalho. Osbovinosforamcedidospeloproprie-
tadriodafazenda. Os45bovinosforamdistribuidosem
5gruposcom 99 animais cada, denominados de A, B,
C, D e E, os quais foram submetidos a 5 esquemas
diferentes de vacinacao.

O manuseiodosanimais neste projeto foi conside-
rado adequado aos principios éticos, recomendados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) - UNESP — Campus de Botucatu, SP, Proto-
colo n°416.

Vacina

Foiutilizadaumavacinacontraaraivaindicada
paraherbivorosdenominadaBGS- Cell, produzida
pelo Laboratério Hertape Ltda, MG, Brasil, sendo
formada de uma suspenséao de virus rédbico, cepa
PV, replicadoemcélulasBHK-21, clone 13. O virus
foi inativado pela BEI (Bromoetileinemine) e a sus-
pensdo teve como adjuvante o hidréxido de alumi-
nio. A partida utilizada foi a de n° 009/02, com
valor antigénico 10*5 aferido pelo teste de HageL
(1996).

Vacinagao

Osanimaisdo grupo A receberam apenasuma
dosedevacinanodia0, contendovolumede2mL,
aplicada com seringa previamente graduada. No
grupo B, os animais também receberam o mesmo
tratamento, porém 30 dias apés a primeira vacina-
¢do, receberam uma dose de reforco (booster). Os
animais do grupo C foram vacinados ho dia0O e a
dose dereforco foiaplicada180diasapds. Quanto
ao grupo D, além da dose do dia zero, 0s bovinos
receberam mais duas doses de reforco, sendo uma
no dia 30 e outra no dia 60. Os animais do grupo
E receberam uma dose no dia 0 como todos os
outros, porém, as duas doses de reforgco foram
aplicadas nos 30 e 180 dias, apds a primeira vaci-
nagao.

Colheita das Amostras

Inicialmente, foram colhidas amostras de todos os
animais no dia zero com a finalidade de avaliar os
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titulos de anticorpos antirrabicos, para constatar se
ndo houve estimulo antigénico anterior ao do experi-
mento. Em seguida, foram colhidas amostras de san-
gue dosbovinosdosgrupos A, B,C, D eE nosdias 30,
60, 90, 180, 210 e 360. Apds a coagulagdo, a tempera-
tura ambiente, as amostras foram clarificadas por
centrifugacdo, inativadas a 56° C por 30min, separa-
das e distribuidas em volumes de aproximadamente
2 mL, sendo em seguida armazenadas a -20° C, até o
momento de uso.

Teste rapido de inibicdo de focos fluorescentes
(RFFIT)

Os titulos individuais de anticorpos neutra-
lizantes foram determinados pela técnica de
soroneutralizacdo em células BHK,, clone 13.
Esse teste foi baseado no Rapid FluorescentFocus
Inhibition Test - RFFIT (SmitH et al., 1996) e no
Fluorescence Inhibition Microtest - FIMT (ZALaN
et al., 1979). Foi utilizado soro equiino de referén-
cianacional, lote BR007, fornecido pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS), contendo 204 Ul/mL. As células foram
marcadas com imunoglobulina antinucleo-
capsideo rabico, conjugada com isotiocianato de
fluoresceina (Sanofi-Pasteur) e foram observados
10 campos em cada orificio da microplaca em
microscépio de fluorescéncia invertido (Nikon
TE-300) com aumento de 100 vezes. Foi conside-
rado positivo o campo que apresentou um ou
mais focos fluorescentes, e assim, se determinou
a diluicado eficaz do soro que protegeu 50% das
células inoculadas contra a infeccdo pelo virus
rabico (DE)) e os titulos de anticorpos neutrali-

zantes foram expressos em Ul/mL. Os célculos
foram efetuados pelo método de Spearman Karber
(Ausert, 1996).

Para andlise estatistica dos resultados, os titulos
individualizados dos animais foram transformados,
usando-se log,,(X+1),efoiutilizado oteste tindepen-
dente, ndo paramétrico, para avaliagdo dos cruza-
mentos sempre de 2 em 2 colunas (2 populagdes). As
diferencgas foram consideradas significativas quan-
do p <0,05.

RESULTADOS

As Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5 mostram os resultados
individualizados dos titulos de anticorpos de bovi-
nos vacinados contra a raiva, respectivamente, nos
grupos A, B, C, D e E. Os valores do RFFIT estao
apresentados em Unidades Internacionais por mL
(Ul/mL) e pode-se observar também, as médias geo-
métricas + o desvio padrdo, bem como as porcenta-
gens dos titulos3 0,5 Ul/mL.

Quantoasmédiasgeométricas, asanalisesestatis-
ticas demonstraram que, na Tabela 1, ndo houve
diferencassignificativasentre ostitulosdeanticorpos
dos animais, porém, na Tabela 2, houve diferencas
entre os titulos referentes ao dia 60 em relacdo aos
outros dias (p < 0,05), 0 mesmo ocorrendo na Tabela
3 referente ao dia 210, em relagdo aos demais. Em
relacdo a Tabela4, estatisticamente, ostitulos referen-
tesaos dias 60 e 90 ndo diferiram entre si. No entanto,
ambos foram diferentes dos demais. Finalmente, na
Tabela 5, os titulos referentes aos dias 60 e 210 néo
diferiramentresi, porém, ambos diferiram dos demais
(p <0,05).

Tabelal-Valoresindividuais dostitulos de anticorpos (Ul/mL) em soros de bovinos vacinados contraaraivacomuma

dose de vacina (Grupo A).

Animal Dia Zero Dia 30 Dia 60 Dia 180 Dia 360
(Controle)
1 0 0,58 0,58 0,41 0,41
2 0 0,26 0,22 0,09 0,09
3 0 0,21 0,27 0,08 0,15
4 0 0,22 0,61 0,23 0,31
5 0 0,25 0,25 0,06 0,07
6 0 0,12 0,15 0,07 0,07
7 0 0,31 0,12 0,36 0,44
8 0 0,71 0,25 0,54 0,19
9 0 0,07 0,04 0,06 0,05
MédiatDP 0 0,25+0,21 0,21+0,20 0,15+0,18 0,15+0,16
%30,5 0 22,2 22,2 11,1 0
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Tabela2-Valoresindividuais dostitulos de anticorpos (Ul/mL) em soros de bovinos vacinados contraaraivacom duas
doses de vacina, sendo uma no dia 0 e o refor¢o no dia 30 (Grupo B).

Animal Dia Zero Dia 30 Dia 60 Dia 180 Dia 360
(Controle)
10 0 0,58 1,17 0,29 0,09
11 0 0,58 4,69 0,51 0,15
12 0 0,09 4,37 0,72 0,19
13 0 0,38 4,69 0,29 0,09
14 0 0,27 2,51 0,55 0,33
15 0 0,33 5,47 0,95 0,19
16 0 0,71 3,82 1,66 0,36
17 0 0,71 3,86 0,27 0,08
18 0 0,38 3,86 0,83 0,22
Média = DP 0 0,39+0,21 3,54+1,29 0,57+0,44 0,17+0,10
%30,5 0 44,4 100 66,6 0

Tabela3-Valoresindividuais dostitulos de anticorpos (Ul/mL) em soros de bovinos vacinados contraaraivacom duas
doses de vacina, sendo uma no dia 0 e o refor¢o no dia 180 (Grupo C).

Animal Dia Zero Dia 30 Dia 60 Dia 180 Dia 210 Dia 360
(Controle)

19 0 0,46 0,46 0,36 4,76 0,44
20 0 1,42 1,30 1,15 1,11 0,72
21 0 0,35 0,35 0,09 8,28 0,44
22 0 0,14 0,14 0,09 3,08 0,22
23 0 0,14 0,14 0,08 1,03 0,22
24 0 0,89 0,89 0,72 6,28 0,67
25 0 0,89 0,89 0,48 3,61 0,22
26 0 0,46 0,46 0,12 2,55 0,19
27 0 0,46 0,46 0,17 3,10 0,35

Meédia + DP 0 0,45%0,41 0,44%0,38 0,23£0,37 2,56+1,19 0,39£0,20
%30,5 0 33,3 33,3 22,2 100 22,2

Tabela4 - Valores individuais dos titulos de anticorpos (Ul/mL) em soros de bovinos vacinados com 3 doses de vacina,
sendo uma no dia 0 e os reforcos nos dias 30 e 60 (Grupo D).

Animal Dia Zero Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 180 Dia 360
(Controle)

28 0 0,28 6,10 1,46 0,55 0,22

29 0 0,26 6,10 5,47 1,11 0,44
30 0 0,29 1,00 9,52 1,57 0,44
31 0 0,22 3,81, 5,10 0,55 0,22
32 0 0,18 4,69 6,28 1,11 0,44
33 0 0,89 5,86 7,21 2,88 0,72
34 0 0,19 3,36 3,36 1,78 0,17
35 0 0,72 5,86 3,61 3,17 0,29
36 0 0,63 4,07 4,71 0,19 0,11

Média+DP 0 0,34+0,27 4,08+£1,69 4,64+2,35 1,07+1,03 0,29+0,19
%30,5 0 33,3 100 100 88,9 11,1
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Tabela5 - Valores individuais dos titulos de anticorpos (Ul/mL) em soros de bovinos vacinados com 3 doses de vacina,
sendo uma no dia 0 e os reforgos nos dias 30 e 180 (Grupo E).

Animal Dia Zero Dia 30 Dia 60 Dia 180 Dia 210 Dia 360
(Controle)
37 0 0,26 2,80 0,59 5,86 0,44
38 0 0,38 4,69 1,09 11,72 2,15
39 0 0,58 3,60 1,55 7,73 1,35
40 0 0,16 4,15 1,09 10,93 0,77
41 0 0,34 6,28 0,36 11,72 0,36
42 0 0,21 12,55 1,78 7,73 0,51
43 0 0,44 17,80 1,02 14,43 1,44
44 0 0,52 15,46 0,67 2,22 0,22
45 0 0,41 3,86 0,77 9,52 0,59
MédiatDP 0 0,34+0,14 6,33+5,75 0,89+0,46 8,16+3,66 0,69+0,64
%30,5 0 22,2 100 88,9 100 66,6

DISCUSSAO E CONCLUSOES

No Brasil, ndo existem testes oficiais para avaliar
se determinada vacina produziu soro-conversao em
bovinos,em condig¢des de campo. Ostestes limitam-se
em aprovar ou desaprovar as vacinas com base em
ensaios de laboratério (HaseL, 1996). A Instituicdo
responsavel pela pelos testes das vacinas de uso
animal em todo o pais é o LARA (Laboratério de
Referéncia Animal), credenciado pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento, situado em
Campinas, SP, que atualmente utiliza o método pre-
conizado pelo National Institute of Health (NIH)
(WiBuR & Ausert, 1996).

Oobjetivodestetrabalhofoicompararaeficaciade
5 esquemas alternativos de vacinacéo contra a raiva
em bovinos: Um grupo foi vacinado com apenas uma
dose (sem refor¢o), 2 grupos com uma dose de reforgo
nosdias30e180)e2gruposcomduasdosesdereforco
(dias 30 e 60 e dias 30 e 180).

Neste trabalho foi utilizado o teste rapido de ini-
bi¢do de focos fluorescentes (RFFIT) que é recomenda-
do pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS), por
meio da qual é determinado o titulo de anticorpos de
individuos submetidos a vacinacdo. Um individuo
paraser considerado imunizado precisa obter titulos
de anticorpos = 0,5 Unidades Internacionais por mL
(Ul/mL),eseotituloestiverabaixo, haveranecessida-
de da aplicacdo de uma dose de vacina como reforco
(WHo, 1992).

Nenhum dos animais utilizados neste estudo
apresentou titulos de anticorpos no soro, antes do
inicio das vacinac6es, demonstrando que ndo houve
estimulo antigénico anterior ao do experimento. Va-
rios autores tém pesquisado a resposta imune em
bovinos e constataram que a resposta se apresentou
heterogénea, havendo animais ndo respondedores,
intercalados com animais que apresentaram valores

baixos, médios e altos (Tizarp, 1977; CiucHini et al.,
1981; Awsas et al., 1998).

Observando-se os resultados das médias geomé-
tricas dos grupos A, B, C, D e E, respectivamente,
correspondendo as tabelas 1, 2, 3, 4 e 5, pode-se
constatar que, no dia 30, todas as amostras estiveram
abaixo do minimo recomendado pelo teste de RFFIT
que é de 0,5 UI/mL. Os resultados analisados pelo
percentual de amostras reagentes mostraram com-
portamento similar. Estes resultados foram similares
aos observados por Queiroz ba SiLvA et al. (2003), que
detectaram 10% de positividade em uma das quatro
vacinas para uso bovino avaliadas, na regido de
Aracatuba, SP, um més apds a vacinagdo. Ainda, em
relacdoao grupo A, alémdo baixo nivel de anticorpos
nodia30,estamédiabaixoumaisaolongodo periodo,
alcancando médiageométricade 0,15UI/mL e 0% de
valores reagentes no dia 360. Outros autores também
obtiveram baixos titulos de anticorpos, 30 dias apés
o uso de uma dose de vacina (RoeHe etal., 1987; ALeas
etal., 1995). PastoreT et al., (1995) alerta que o uso de
apenas uma dose de vacina néo é suficiente para
proteger os animais contra a raiva, havendo, portan-
to, a necessidade de doses de reforco.

Nogrupo B (Tabela2), osanimais receberam duas
dosesdevacina(dias zeroe 30). O reforgoaplicadono
dia 30 potencializou a reposta imune humoral, ele-
vandosignificativamente osniveisdeanticorpospara
3,54 Ul/mL, porém ndo impediu que houvesse de-
créscimoacentuado como passar dotempo, tantoque
um ano apds o experimento, a média caiu para 0,17
Ul/mL e 0% de bovinos, com percentagem de
anticorpos = 0,5 UI/mL. Ateaset al. (1998) constata-
ram 19% de protecdo em bovinos que receberam dose
de reforco no dia 30, apds 360 dias do experimento e
Queroz DA SiLva et al. (2003) obtiveram resultados
idénticos, ou seja, apenas 20%, apds um ano. Os
resultados observados no grupo C, reforco aplicado
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aos 180 dias (Tabela 3), mostraram que, aexemplo do
grupo B, 30 dias apds a dose de reforco, os niveis de
anticorpos aumentaram, porém nao foram mantidos
aolongodoexperimento, tendosidoobservadoqueda
de 2,56 Ul/mL (dia 210) para 0,30 Ul/mL (dia 360),
alémdoque, o percentual deamostras positivas (=0,5
Ul/mL) um ano ap0s o inicio do experimento, ficou
em 22,2%. Ausas (2003), pesquisando o efeito de um
refor¢otardio, aplicado nodia 180, mostrou melhores
resultados, com 93,3% de amostras positivas no dia
540. Vérios fatores poderiam ter causado estaaparen-
tediscrepancia. A possibilidade maisviavel, podeter
sidooaltovalorantigénicodo lote de vacinautilizada
que foi de 108%, enquanto que neste experimento o
titulo da vacina usada foi de apenas 1045, Também,
ndo se pode descartar a possivel interferénciado tipo
de teste utilizado, uma vez que, no trabalho anterior
foi utilizado o teste de soroneutralizagdo em camun-
dongos (SN), enquanto que, na presente investigagao
se fez uso do teste rapido de inibicdo de focos fluores-
centes (RFFIT). Haase etal. (1985) e GLuck et al. (1987),
comparando os dois testes, verificaram que os resul-
tadosde SN chegaram aserde 2a 10 vezes superiores
ao RFFIT, quando pesquisaram resposta imune em
pessoas vacinadas contra a raiva.

No grupo E (Tabela 5), os bovinos também recebe-
ram duas doses de reforgo (dia 30 e 180) e os niveis de
anticorpostiveram taxas mais elevadas que os demais
gruposaté o final do experimento. Eimportante ressal-
tar, entretanto, que os niveis observados 360 dias, ap0s
avacinagdo (média geométrica), foram ainda superio-
resa 0,5 Ul/mL, bem como, o percentual de amostras
positivas (66,6%). UmerarA etal. (2002) também obtive-
ram resultados com niveis elevados de anticorpos
(acimade 2,264 log, ), com aplicagéo de duas doses de
vacina como refor¢o em bovinos, porém, estes reforgos
foram administrados nos dias 90 e 360.

Pode-se concluir que o esquema B, utilizado no
grupodebovinos, que recebeu dose de reforco precoce
(30 dias ap6s a primeira dose), ndo apresentou dife-
rengas estatisticas significativas em relagdo ao grupo
A, que nao recebeu dose de reforgo. O mesmo pode-se
concluirdosesquemasCeD,cujosanimaisreceberam
uma e duas doses de vacinas como reforgos, respecti-
vamente, e que, ndo atingiram os resultados espera-
dos, umavez que, o grupo C concluiu o experimento
com 22,2% de amostras reagentes e o D com 11,1%.

Com base nesses resultados, o esquema E, que
empregouumadosenodia0,sendooprimeiroreforgco
nodia30eosegundonodial80, foimaiseficienteque
os demais, corroborando com a indicacéo do progra-
made controle daraivados herbivoros para o Estado
de Sdo Paulo, que recomenda revacinagdes semes-
traisparadreasconsideradasepidémicas. Alertapara
0 devido cumprimento desta indicacédo, tendo em
vista os resultados deste experimento.
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