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Introduction

Resumo

A campanhaanti-rébicano Brasil érealizada anualmente utilizando avacinade
cérebro de camundongos lactentes Fuenzalida-Palacios. A resposta imune
humoral de cdes vacinados durante as campanhas foi analisada objetivando
avaliar se os cées apresentavam titulo protetor (0,5 Ul/ml), 12 meses ap6s a
vacinagdo, e quantos deles alcangam esse titulo 30 dias apds o reforgo vacinal.

Foram analisadas 341 amostras de soro de caes domiciliados (259 do Munici-
pio de S&o Paulo e 82 do Municipio de Paulinia), através da Técnicade Inibicéo
de Focos de Fluorescéncia Rapida. A respostaimune foi avaliada considerando
o0 estado nutricional do animal e o numero de vacinagBes anteriores.

A maioriados cées ndo tinhatitulo de 0,5 Ul/ml ap6s 12 meses, independente-
mente do estado nutricional, e a resposta humoral ao reforgo vacinal mostrou-
se melhor em cées com duas ou mais vacinagdes prévias.

S&o discutidos o referencia de 0,5 Ul/ml como titulo protetor para a espécie
caninaeainfluénciado estado nutricional e condic¢éo de salide do animal como
responsavel pela respostaimune humoral.

Vacina anti-r abica, imunologia. Relagao dose-resposta imunol égica.

Abstract

An anti-rabies campaign is undertaken annually in Brazil with of the
Fuenzalida & Palacios vaccine. The humoral immune response of dogs vacci-
nated during the campaigns was researched with the objective of evaluating
whether the dogs presented a protective titer (0.5 Ul/ml) 12 months after vacci-
nation and how many of these achieved this titer 30 days after a buttressing
vaccination.
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Material and Method

Results

Discussion

Three hundred and forty-one specimens of serum of dogs domicilied, 259 in the
S Paulo and 82 in the Paulinia counties, were analyzed utilizing the Rapid
Fluorescence Focus I nhibition Test. Theimmune response was eval uated taking
into consideration the nutritional state of the animal and the number of previ-
ous vaccinations.

The larger number of the dogs had not achieved the 0.5 Ul/ml titer after 12
months, independently of the nutritional state and the response to the buttress-
ing vaccination was more apparent in dogs with two or more previous vaccina-
tions.

The cut off of 0.5 Ul/ml as protective titer in dogs and the influence of the
nutritional state and health conditions of the animals as responsible for hu-
moral immune response are discussed.

Rabies vaccine. Dose-response relationship, immunologic.

INTRODUCAO

O nimero de casos de raivaanimal no Brasil per-
manece ato, 2.294 em 1993. Esse nlimero é consti-
tuido principalmente por bovinos, equinos e caes'.
Em 1995, foram notificados ao Ministério da Salde
1.035 casos de raiva canina. Os cées estiveram en-
volvidos em 83,87% dos 31 casos de raiva humana
ocorridosem 1995. A distribuicéo dos casos deraiva
caninano Brasil é heterogénea, com as regides Nor-
te e Nordeste apresentando os maiores indices.

O Centro de Control e de Zoonoses do Municipio
de Sdo Paulo, vem realizando desde 1972, no més
de agosto, como parte do Programa Naciona de
Profilaxia da Raiva, a campanha anti-rabica. Nos Ul -
timos 5 anos, a campanha conta com mais de 1.000
postos de vacinacdo distribuidos por toda a cidade,
mantendo uma cobertura vacinal de 70%, com uma
média de 800.000 vacinacfes, para uma populacéo
estimada em 1.200.000 c&es. O ultimo caso deraiva
canina ocorreu em 1983, desde entdo a raiva no
Municipio esta sob controle®.

A vacina utilizada durante todo esse periodo foi
aFuenzalida-Pal acios', modificadat®, de virusrabico
inativado, produzida em cérebro de camundongos
lactentes, fabricada pelo laboratério TECPAR-Insti-
tuto de Tecnologia do Parana, que recomenda
revacinacdo a cada 12 meses. Sikes e col?®, (1971) e
Fields e col®, (1976), demostraram que essa vacina
conferiaimunidade superior a 12 meses, quando ad-
ministrada em dose Unica em caes.

Desde muito tempo, pesquisas tém demonstrado
a importancia dos anticorpos anti-rabicos neutrali-
zantes, na profilaxia da infeccao rébica. Esses
anticorpos sao essenciais naimunidade por intervi-
rem ja nos primeiros estagios da infeccéo pelo vi-
rus*. Portanto, a mensuracao desses anticorpos é um

dos métodos paradeterminar aresisténciado indivi-
duo ainfecgéo.

Pesquisas realizadas por Dean e col.® (1964)
mostraram que quando ces vacinados apresentavam
nivei sdetectavei s de anticorposanti-rabicos, no soro,
raramente sucumbiam a raiva em um desafio com
virus, enquanto a maioria dos cées vacinados sem
anticorpos detectaveis no soro morriam.

Entre as proteinas do virus rabico, somente a
glicoproteina pode induzir a sintese de anticorpos
neutralizantes pararaiva®*. A Organiza¢do Mundia
de Salde (OMS) recomenda a avaliag&o da imuni-
dade anti-rébicaatravés datitul acdo desses anticorpos
e considera um titulo igual ou maior que 0,5 Ul/ml
como reflexo de um estado imunitario suficiente para
proteger individuos expostos ao risco de contamina-
¢d0. A resposta humoral ndo € o Gnico mecanismo
envolvido na protecdo do individuo, os anticorpos
sd0 protetores concomitantemente aos mecanismos
darespostaimune celulari®8,

Com o objetivo de avaliar se c8es vacinados du-
rante a campanha apresentavam titulo protetor (0,5
Ul/ml) 12 meses apds a vacinagdo, e o titulo de
anticorpos 30 dias apds a vacina, realizou-se inqué-
rito sorolégico em 259 amostras de soro de caes do
Municipio de Sao Paulo e 82 amostras do Municipio
de Paulinia, correlacionando o estado nutricional eo
ndmero de vacinagdes anteriores na andise da res-
posta humoral dos caes.

MATERIAL E METODO

Soros de 145 cées do Municipio de Sdo Paulo foram
coletados em agosto de 1994, durante a campanha anti-
rébica (um ano ap6s a campanha anterior) e uma segunda
amostrade 114 dos 145 caesiniciais, foi coletada 30 dias
apos a vacinagdo, totalizando 259 amostras.
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Soros de 60 cdes do Municipio de Paulinia, foram
coletados entre outubro de 1995 e janeiro de 1996 (um
ano apdsa lltimavacinagao), sendo que de 22 destes, tam-

e virus PV (Virus Pasteur) produzido em cultura de
células “BHK-21 clone 13", previamente titulado;
* meio Eaglebasico enriquecido com 10% desoro fetal

bém foi coletado sangue 30 dias ap6s a vacinagéo, bovino;
totalizando 82 amostras. * soro padrdo com 200 Ul/ml procedente do Instituto
Os soros dos cées foram divididos em 4 grupos se- Pasteur de Paris.

gundo o nimero de vacinas administradas anteriormente:
A-ndo vacinados; B-vacinados umavez; C-vacinados duas
vezes, e D-vacinados trés vezes ou mais.

Em S&o Paulo, o sangue foi coletado em oito postos
de vacinagdo durante a campanha anti-rébica, escol hidos
de forma aleatéria. Os soros foram classificados em dois
grupos: Grupo 1-estado nutricional ruim e semidomi-
ciliados (75 animais); e Grupo 2-estado nutricional bom e
domiciliados (70 animais). Foram considerados domicili-
ados 0s cdes que pouco saem arua e estdo sempre acom-
panhados pel o dono, e semi-domiciliados os cées que saem
arua sozinhos e freqiientemente. Em Paulinia, o sangue
foi coletado nos domicilios. Todos os cées de Pauliniaeram
domiciliados e apresentavam bom estado de satide.

A vacina utilizada em todos os caes de Sao Paulo era
do lote 155, fabricada em novembro/93, testadaem 07/94
guanto a poténcia, pelo método de NIH, com um titulo de
1,4Ul/dose. No Municipio de Pauliniaforam usados dife-
rentes | otes, todos aprovados segundo a mesma técnica.

A dosagem de anticorpos neutrali zantes pararaivanos
soros foi feita pela Técnica de Inibi¢do de Focos de
Fluorescéncia Rapida-RFFI T°%, Paraessatécnicafoi uti-
lizado:

Os soros foram diluidos na base 10 de 1:10 até 1:320,
em microplaca, incubados com virus PV em estufade Co,
a5%, por uma hora, a 37°C. Apos este periodo foi adicio-
nada célula BHK-,, retornando a estufa por 24 horas. O
“tapete” celular foi fixado com acetona 80% gelada, cora-
do com conjugado anti-rabico, em cAmara tmida por uma
hora. A leiturafoi feitaem microscopio de imunofluores-
céncia

A andlise estatistica dos resultados foi feita por qui-
quadrado e coeficiente de Yule.

RESULTADOS

Osresultados da sorologia dos caes de Sdo Paulo
e Paulinia sdo mostrados na Tabela 1. Nos dois ca-
sos a maioria dos cées ndo apresentavam titulo de
0,5 Ul/ml, 12 meses apds a vacinagdo (12 amostra) e
amaioriarespondeu ao reforgo vacinal apo6s 30 dias
(22 amostra).

Os dados da Tabela 2 quando analisados por qui-

« conjugado anti-rébico fluorescente com titulo 1:20
elaborado pelo Setor de Imunologia do Centro de
Controle de Zoonoses-SP pela técnica de Cromato-
grafiaem DEAE Celulose'4;

guadrado e coeficiente de Yule indicaram aindepen-
déncia dos fatores, ou sgja, ndo houve relacdo entre
a condic&o de reagente ou ndo dos soros e o estado
nutricional dos cées (p>0,05 ou p>0,01).

Tabela 1- Sorologia de raiva em cées, pela técnica RFFIT, segundo local de origem dos animais, primeira e segunda amostra,
1994.

Table 1- Rabies sorology of dogs utilizing the RFFIT technique according to the origin of the animals, first and second
specimens, 1994.

Primeira amostra Segunda amostra

Titulo Reagente Néo reagente Reagente Néo reagente Total
Local Ne° % Ne° % Ne° % N° % Ne° %
S&o Paulo 38 26,2 107 73,8 73 64,0 41 36,0 259 76,0
Paulinia 15 25,0 45 75,0 16 72,7 6 27,3 82 24,0
Total 53 15,5 152 44,6 89 26,1 47 13,8 341 100,0

RFFIT - Técnica de Inibigdo de Focos de Fluorescéncia Réapida.

Tabela 2 - Sorologia de raiva em cées, pela técnica RFFIT, segundo estado nutricional, primeira e segunda amostra, 1994.

Table 2 - Rabies sorology of dogs utilizing the RFFIT technique according to their nutritional state, first and second
specimens, 1994.

Primeira amostra Segunda amostra
Resultado Reagente Néo reagente Reagente N&o reagente Total
E. Nutricional Ne % N° % N° % Ne % Ne %
Grupo 1 19 25,3 56 74,7 36 59,0 25 41,0 136 52,5
Grupo 2 19 27,1 51 72,9 37 69,8 16 30,2 123 47,5
Total 38 14,7 107 41,3 73 28,2 41 15,8 259 100,0

RFFIT - Técnica de Inibicdo de Focos de Fluorescéncia Rapida.
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Tabela 3 - Sorologia de raiva em cées pela técnica RFFIT, segundo n° de vacinagdes anteriores, primeira e segunda amostra,

1994.

Table 3 - Rabies sorology of dogs utilizing the RFFIT technique according to the number of previous vaccinations, first and

second specimens,1994.

Primeira amostra

Segunda amostra

Resultado Reagente N&o reagente Reagente N&o reagente Total

N° Vacinas Ne % Ne % Ne % N° % N° %
Grupo A 1 2,6 38 97,4 8 27,6 21 72,4 68 26,3
Grupo B 3 18,3 13 81,2 6 46,2 7 53,8 29 11,2
Grupo C 9 50,0 9 50,0 13 86,7 2 13,3 33 12,7
Grupo D 25 34,7 47 65,3 46 80,7 11 19,3 129 49,8
Total 38 14,7 107 41,3 73 28,2 41 15,8 259 100,0

RFFIT - Técnica de Inibicdo de Focos de Fluorescéncia Rapida.

Tabela 4 - Sorologia de raiva em cées, pela técnica RFFIT, segundo n° de vacinagdes anteriores, segunda amostra, 1994.
Table 4 - Rabies sorology of dogs utilizing the RFFIT technique according to the number of previous vaccinations, second

specimens, 1994.

Segunda amostra

Resultados Reagente Nao reagente Total

N° Vacinas Ne % Ne % Ne %
AouB 14 33,3 28 66,7 42 36,8
CouD 59 81,9 13 18,1 72 63,2
Total 73 64,0 41 36,0 114 100,0

RFFIT - Técnica de Inibicdo de Focos de Fluorescéncia Rapida.

A Tabela4 reline osdados dosgruposA e B (uma
e duas vacinas administradas anteriormente) e gru-
pos C e D (trés ou mais vacinas anteriores) da se-
gunda amostra, apresentados na Tabela 3. A andlise
estatistica por qui-quadrado e coeficiente de Yule
mostrou associacdo entre o nimero de vacinagdes
anteriores e a resposta imune dos cées, ou sgja, 0
nimero de doses vacinais interfere na respostaimu-
ne humoral (p>0,05 ou p<0,01).

DISCUSSAO

No Programa Nacional de Profilaxia de Raiva, a
vacinacdo canina € uma das atividades mais impor-
tantes e seu objetivo principal € manter indices
imunogénicos protetores em animais domésticos,
principalmente cées e gatos, diminuindo o nimero
de animais suscetivels.

A RFFIT, utilizada neste experimento, é recomen-
dada pelaWHO? (1992) por apresentar alta sensibi-
lidade, especificidade e rapidez na obtencéo dos re-
sultados.

Os resultados do grupo A (ndo vacinados) mos-
tram que esses animais ndo tinham anticorpos para
raiva, antes da vacinagdo, o que confere confiabili-

dade aos dados fornecidos pelos proprietérios (Ta-
bela 3). A maioriados animais dos grupos B, CeD
nado apresentavam titul o protetor apds doze mesesda
vacinagao, tanto no grupo 1 quanto no 2, mostrando
gue a vacina ndo confere imunidade prolongada e
gue o estado nutricional ndo é o fator preponderante
na supressao. Esta observacdo é ratificada pelos re-
sultados de Paulinia, onde 45 em 60 cdes ndo tinham
titulo protetor (Tabela 1) e todos eram animais sau-
daveis e bem nutridos.

A maioriados animais dos grupos C (13/15) e D
(46/57) foi reagente a vacinagcdo em contraste com
0s grupos A (8/29) e B (6/13), demonstrando que o
animal responde melhor apés a segunda dose de va-
cinagdo.

Quando se discutem os fatores determinantes da
gueda do nivel de anticorpos pds-vacinagdo, o esta-
do nutricional dos animais € sempre citado como
interferente na inducdo e manutencdo da resposta
imune humoral. A esserespeito Das e col.’?, testando
duas vacinas anti-rébicas de culturacelular eumade
tecido nervoso, concluiram que a resposta de anti-
corpos é sempre melhor em animais bem nutridos,
independentemente da vacina utilizada.

Akakpo e col.”, analisando a resposta imune de
514 c3es que receberam dose Unica de vacina anti-
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rébica de cultura celular, observaram um decrésci-
mo no ndmero de animais protegidos de 74% , 30
dias ap6s a vacinagao, para 7,0% apds 360 dias, fato
atribuido a baixa condi¢do de salide dos animais, ma
nutricdo, infeccdes e parasitoses.

Porém outros autores como Soares e col .2, 1991,
analisando a resposta imune humoral de cées
domiciliados e bem nutridos, também observaram a
gueda no titulo de anticorpos para raiva, induzidos
pelavacina Fuenzali da-Palacios. Em 34 c8es apenas
12 tinham titulo protetor ap6s 12 meses. Com a
revacinacao, 29 caes apresentaram titulos maiores
que 0,5Ul/ml.

Segundo Haddad e col.*?, somente 24,2% (7/29)
dos animais mantinham titulo protetor ap6s 12 me-
ses quando vacinados com vacina de cultura celular
e 5,7% (2/35) com vacina de tecido nervoso. Esses
autores discutem a existéncia de fatores intrinsecos
(étnicos) que interferem narespostaimune, além do
estado nutricional.

A viade administracéo da vacina e a sua manu-
tencdo sob temperatura adequada também s&o fato-
res citados como interferentes na resposta imune.
Analisando os baixos titulos de anticorpos em cées
vacinados com 2 tipos de vacinas anti-rabicas,
Thomas e col.%, 1994 concluiram que esses fatores
e 0 estado nutricional dos animais ndo foram res-
ponsaveis pela resposta inadequada de anticorpos,
umavez que os mesmos | otes das vacinas foram usa-
dos em cées mantidos em condic¢des ideais em labo-
ratorio, com resultados similares, considerando mais
provéavel que os resultados sejam decorréncia de fa-
toresintrinsecos a vacina.

Todas as vacinas usadas nas campanhas anti-
rébicas no Municipio de Sao Paul o, sdo previamente
testadas pel o método NIH, recomendado pela OMS,
porém muitos autores tem observado grande varia-
bilidade dos resultados de poténcia de um mesmo
lote de vacinas, quando testado vérias vezes' %, o
que também foi observado nesse laboratorio.
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