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Resposta imune humoral
de caes domesticos

que receberam dose
unica de vacina
antivirus da raiva

Humoral immune response of domestic dogs
that received a single dose of rabies vaccine

Resumo

O Programa Nacional de Profilaxia da Raiva tem como objetivo
manter niveis imunogénicos protetores nos animais vacinados,
com titulos de anticorpos neutralizantes (AcN) > 0,5Ul/mL. O
objetivo deste estudo foi avaliar, de acordo com a idade, raca e o
periodo entre a aplicagdo da vacina e a colheita do sangue, a res-
posta imunolégica de cdes que receberam dose Unica de vacina
antivirus da raiva de cultivo celular. Neste estudo foram analisa-
das 432 amostras recebidas no Instituto Pasteur de Sdo Paulo no
triénio 2009-2011. Os dados foram analisados e a avaliagdo de
AcN para o virus da raiva foi realizada por meio do teste rapido
de inibicdo de focos fluorescentes (RFFIT). Do total das amostras
analisadas, 21,76% ndo possuiam titulos protetores. Dentre es-
sas, 67,02% das amostras eram de filhotes e quando considerado
o intervalo entre a data de aplicacdo da vacina e a colheita do
sangue, 60,63 % amostras ndo atingiram a titulagdo nos seis pri-
meiros meses. Concluiu-se a partir do estudo desta amostragem
a necessidade de uma segunda dose de vacina em filhotes, pois
estes ficam mais suscetiveis a infeccdo pelo virus da raiva, o que

aumentaria a possibilidade de uma resposta rapida e duradoura.

Summary

The National Programme for Rabies Prevention aims to maintain
immunogenic protective levels in vaccinated animals, with titers
of neutralizing antibodies (VNA) > 0.5 IU / mL. The aim of this
study was to evaluate, according to age, race, and the period
of vaccination and blood collection, the immune response in
dogs that received a single dose of rabies vaccine virus in cell
culture. In this study 432 samples received at the Pasteur Institute
of Sdo Paulo in the triennium 2009-2011 were analyzed. Data
were analyzed and the evaluation of the VNA to rabies virus was
performed by rapid fluorescent inhibition test foci (RFFIT). Of the
total samples analyzed, 21.76% did not have protective titers.
Among these, 67.02% samples were considered puppies and
when the interval between the date of vaccine administration and
blood collection, 60.63% samples did not reach the titration in
the first six months. It was concluded from this study sample the
need for a second dose of vaccine in puppies, as they are more
susceptible to infection by rabies virus, which would increase the

possibility of a rapid and durable response.

Recebido em 16 de janeiro de 2014 e aprovado no dia 31 de janeiro de 2014 . Trabalho premiado em primeiro lugar no Congresso Paulista das Especialidades

(CONPAVET) 2013
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raiva é considerada uma das mais importantes
zoonoses e acomete o Sistema Nervoso Central
(SNC) de todas as espécies homeotérmicas do-
meésticas e selvagens, incluindo os seres humanos,
causando encefalite, quase sempre fatal (STEELE;
FERNANDEZ, 1991). Assim, todos os cuidados devem ser tomados a
fim de que se possa preservar as espécies suscetiveis, e a sua profilaxia
¢ a medida mais importante, seja pelos aspectos de saude publica, seja
pelos aspectos econdmicos (ANDRADE et al., 1999).

Hardt (2012) refere que, entre os anos de 1986 e 1997, no estado
de Sao Paulo, houve cerca de 1.200 casos de caes e gatos diagnosti-
cados positivos para raiva, sendo 96% em caes e 4% em gatos, tendo
a variante 2, de cdo, como a principal variante circulante. 1998 foi o
ultimo ano em que foram registradas ocorréncias (7 casos) de caes
com a variante 2; ja entre 1999 e 2012, foram registrados cerca de
40 casos, sendo 70% em cdes e 30% em gatos, tendo a variante 3, de
morcego hematéfago, como a principal variante circulante.

Em Séo Paulo, o ultimo relato de raiva humana transmitida por
cdes foi em 1997, porém, em 2005, foi registrado um caso de raiva
humana transmitida por gato doméstico infectado com a variante 3.

No Brasil, no periodo de 2006 a 2013, foram registrados 29 casos de
raiva humana, sendo que 16 (55,17%) foram transmitidos por cées, 6
(20,69%) por morcegos e 7 (24,14%) por outras espécies (CALDAS, 2013).

1 Laboratério de Diagnostico da Raiva, Instituto Pasteur de Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil
2 Mestranda do departamento de Patologia Experimental e Comparada da FMVZ/ USP, SP, Brasil
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Em diversos paises, a raiva canina tem sido contro-
lada devido a adogdo de programas de controle da raiva
por meio de vacinagdo maci¢a dos animais domésti-
cos, consistindo em um processo bastante satisfatorio
(ANDRADE et al., 1999).

A importancia dos anticorpos neutralizantes (AcN)
antivirus da raiva na profilaxia da infeccio pelo virus
da raiva vem sendo demonstrada. Esses anticorpos
sao essenciais na imunidade por intervirem ja nos pri-
meiros estagios da infeccao pelo virus (BALTAZAR;
BAHAMANYAR, 1955). Desse modo, a titulacdo desses
anticorpos é usada como referéncia de status de protegdo
do individuo contra o virus da raiva.

A Organizagdo Mundial da Satde e a Oficina
Internacional de Epizootias consideram como indicador
para avaliar a eficacia da vacina e do tratamento em hu-
manos e animais a determinac¢do de AcN contra o virus
da raiva, e considera que um titulo igual ou superior a
0,5UI/mL representa um estado imunitario suficiente
para proteger individuos expostos ao risco de infecgao
pelo virus da raiva (BRASIL, 2008).

Estudos mostram que cies vacinados e que apresen-
tam no soro niveis detectaveis de anticorpos antivirus da
raiva raramente ficam doentes quando submetidos a um
desafio com o virus; porém, os cées vacinados que nao
apresentam niveis de anticorpos detectaveis morrem de-
vido a doenga (DEAN; EVANS; THOMPSON, 1964).

Obijetivo

Este estudo teve como objetivo avaliar a resposta imu-
nologica de caes que receberam dose unica de vacina de
cultivo celular antivirus da raiva, por meio da quanti-
ficacdo de Anticorpos Neutralizantes (AcN) pelo teste
rapido de inibi¢do de focos fluorescentes (RFFIT), e
analisar o padrdo de resposta de acordo com a idade,
raga e o periodo entre a aplicagdo da vacina e a colheita
da amostra.

MATERIAL E METODOS

Amostras de soros
Foram examinadas 432 amostras de soros de cées, rece-
bidas de diferentes estados do Brasil, pelo Laboratério
de Sorologia do Instituto Pasteur de Sao Paulo no triénio
2009-2011. Com base nas requisi¢des de exame, foram es-
colhidas amostras de animais que receberam apenas uma
dose de vacina até o momento da colheita do sangue, e fo-
ram avaliadas as informacdes sobre idade, raga e periodo
entre a aplicagdo da vacina e a colheita do sangue.

Para este estudo, foram considerados animais com idade
até 12 meses como filhotes e acima de 12 meses, adultos.

22 mvé:z

Cepa Viral

A cepa de virus da raiva utilizada foi CVS132-11A
(Challenge Virus Standard), adaptada a cultura de células
BHK-21, cedida pelo Laboratério de Raiva do Instituto
Butantan.

Linhagem Celular

Foi utilizada a linhagem de células BHK-21 (C-13
- ATCC" CCL-10). As células foram cultivadas em
frascos para cultura celular de 25cm? (T25) com meio
essencial minimo de Eagle (MEM) e sais de Earle, su-
plementado com 10% de soro fetal bovino. Os frascos
foram mantidos a 37°C por 72 horas, para a obtengédo de
monocamadas confluentes.

Teste rapido de inibicao de focos fluorescentes
(SMITH, et. al, 1996)

A dosagem de AcN para raiva nos soros desses animais
foi realizada por meio do teste rdpido de inibi¢do de
focos fluorescentes (RFFIT), os soros foram inativa-
dos, em banho-maria, a 56°C por 30 minutos. Foram
realizadas seis diluicoes seriadas de cada soro, na ra-
za0 2, comegando de 1:5 (Figura 1), colocando-se 25uL
de soro no primeiro orificio e adicionando-se 37,5uL
de MEM, com sais de Earle, suplementado com 10%
de soro fetal bovino inativado. Depois de terminada a
dilui¢ao, foram adicionados 50uL de virus cepa CVS,
diluido previamente em banho de gelo, e as placas fo-
ram incubadas em estufa com CO, a 37°C por 1h30min.
Apos a incubagdo foram adicionados 50uL de células
BHK-21 na concentrac¢do de 2,5X10* células/mL. As
microplacas foram novamente incubadas a 37°C em
atmosfera contendo 5% de CO, por 20 horas. As célu-
las foram fixadas, em banho de gelo, utilizando acetona
80% gelada (SMITH; YAGER; BAER, 1996; CHAVES
etal.,, 2006). A reagao foi revelada com adi¢do de conju-
gado antivirus da raiva previamente diluido, produzido
no Instituto Pasteur (CAPORALE et al., 2009). A leitura
foi realizada em microscépio de fluorescéncia invertido
LEICA  DMIL com aumento de 200X (Figura 2). Os re-
sultados foram expressos em UI/mL.

Soro Padréao / Teste

12,50l 12,501 12,50l 12,501 12,50l 12,50l

I@@@@@@

-
Meio 37,501 50l 50l 50l 50l 50l
Diluicdgo  1:5 1:25 1:125 1:625 1:3.125 1:15.625

Figura 1 - Representagdo esquematica da dilui¢do seriada, na razdo 2, comegando de 1:5



1:5 1:25

1:625 1:3125

Resultados

Das 432 amostras, 21,76% (94) ndo apresentaram titulos
satisfatorios (<0,5UI/mL) e 78,24% (338) possuiam titu-
los protetores contra o virus da raiva.

Entre as 94 amostras que ndo apresentaram titulos,
63 (67,02%) eram de cdes filhotes, ou seja, com até 12
meses de idade. Os dados completos sdo apresentados
no quadro 1.

Idade dos cdes em Meses Quantidade de amostras de soros

1 14

2 12

3 13

4 4

5 4

6 10

7 4

8 4

9 9
10 2
11 3
12 2
15 1
Nao Informado 12
Total 94

Quadro 1 - Idade dos animais, expressa em meses, no momento da colheita de amostras de

soro para exame de titulagdo de AcN. Instituto Pasteur - 2013

O grafico 1 mostra que 60,64% (57) dos animais que
ndo apresentaram titulos protetores fizeram o exame nos
6 primeiros meses apos a aplicagdo da vacina.

Entre as 94 amostras estudadas, foram registradas 34
diferentes ragas. Dentre essas, nenhuma mostrou impor-
tancia expressiva.

MEDICINA VETERINARIA PREVENTIVA

1:125

Figura 2 - Focos fluorescentes observados na leitura
realizada em microscépio de fluorescéncia invertido,
diluicdes de 1:5 a 1:15.625

1:15.625
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Legenda: NI (Nao Informado)

Graéfico 1 - Intervalo entre a vacinagdo e a colheita da amostra de soro. Instituto Pasteur

-2013

Discussao

O Programa Nacional de Profilaxia contra a Raiva
(PNPR) é realizado a fim de que a raiva seja controlada. A
vacinagdo canina é uma das atividades mais importantes
e tem como objetivo principal manter niveis imunolo-
gicos protetores em animais domésticos, diminuindo
assim, o numero de animais suscetiveis.

Ao comparar os métodos soroldgicos utilizados no
diagnoéstico de doengas infecciosas, é importante avaliar,
particularmente, sensibilidade, especificidade e reprodu-
tibilidade (BRIGGS et al., 1998).

O teste rapido de inibi¢do de focos fluorescentes
utilizado nesse estudo é recomendado pela WHO, por
apresentar alta sensibilidade, especificidade e rapidez na
obtengdo dos resultados (WHO, 1992).

Rigo e Honer (2006) verificaram que de 272 cées
primo vacinados, 48,5% ndo foram reagentes, ficando
abaixo dos niveis protetores recomendados. Ramanna,
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Swain e Wakankar (2007) observaram que, depois de
dose unica de vacina antivirus da raiva, apenas 56% dos
cies desenvolveram titulos protetores. Neste estudo, a
porcentagem de animais que nao apresentaram titulos sa-
tisfatorios de anticorpos neutralizantes do virus da raiva
foi de 21,76%, podendo esse indice inferior ser explicado
pelo fato de que as amostras analisadas eram de animais
domiciliados que ingressariam na Comunidade Europeia
e que supostamente poderiam ter estado nutricional e de
saude adequados.

Quando comparada a idade dos animais, 67,02% eram
filhotes, resultado ja esperado, como mostrado nos estu-
dos de Teepsumethanon et al. (1991), que descreveram
a cinética de AcN em trés faixas etarias: 3 semanas a 3
meses, 6 a 12 meses, e mais de 12 meses. Sempre que o
nivel médio de AcN foi avaliado ap6s a vacinagéo, os caes
mais velhos apresentaram os maiores niveis de resposta.
A resposta imune superior em caes mais velhos pode
estar relacionada com um sistema imunoldgico mais
desenvolvido e pelo nimero de doses de vacinas anuais
durante esse periodo.

Almeida et al. (1997), investigando o titulo protetor de
cdes um ano apos a vacinacdo e nova avaliagdo 30 dias apos
o refor¢o vacinal, nos municipios de Sao Paulo e Paulinia,

24 mvé:z

Figura 3 - Linhagem celular BHK-21
infectada com virus da raiva, revelado
pela Microtécnica Simplificada de
Inibicdo de Fluorescéncia

usando a técnica de RFFIT, verificaram que 74,1% dos
animais possuiam titulos menores que 0,5UI/ml apds 12
meses de vacinagdo. Rigo e Honer (2006) observaram que,
apos doze meses da dltima vacinacdo, houve uma queda
em torno de 50% dos niveis de imunidade nos caes ante-
riormente vacinados. Quando analisado o intervalo entre
a aplicagdo da vacina e a colheita da amostra de soro para
a realiza¢do do exame, 60,64% dos animais nao apresen-
taram titulos protetores nos 6 primeiros meses; porém,
quando avaliado no mesmo periodo de 12 meses, esse
numero é elevado para 86,17%.

Ramanna, Swain e Wakankar (2007) mostraram que,
quando uma dose de refor¢o foi administrada no peri-
odo de 12 meses, os niveis consideraveis de anticorpos
persistiram até 24 meses. Portanto, a dose de refor¢o
anual da vacina melhoraria a resposta imune e ajudaria
na persisténcia de niveis protetores de anticorpos em cies
imunizados.

Concluiu-se a partir deste estudo, que os filhotes estao
mais suscetiveis a infec¢do pelo virus da raiva do que os
adultos, indicando a necessidade de uma segunda dose de
vacina antes dos 12 meses, o que aumentaria a possibili-
dade de uma resposta rapida, maior e mais duradoura. ©
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