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RESUMO

ANTICORPOS NEUTRALIZANTES CONTRA O VIRUS DA RAIVA EM CAES
COM E SEM HISTORICO DE VACINACAO EM SANTA MARIA - RS - BRASIL

AUTORA: Karina Gonzalez Fernandes
ORIENTADOR: Eduardo Furtado Flores

O virus rébico (RabV) pertence a familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus, e é 0 agente da
raiva, uma doenca zoondtica grave que cursa com sinais neurologicos e que, inevitavelmente
leva & morte. A raiva urbana, que é mantida em ciclos envolvendo cées e gatos, estd sob
controle ou virtualmente erradicada na maioria dos Estados do Brasil. No entanto, a vacinacao
maciga das populagOes caninas e felinas das cidades segue sendo realizada para manter os
niveis de imunidade dessas populac6es. Considerando-se surtos de raiva herbivora no Estado
do Rio Grande do Sul, envolvendo principalmente bovinos, e o risco potencial de introducao
do virus em populagbes urbanas de cées, torna-se relevante avaliar o0s niveis de protecdo e a
cobertura vacinal conferidos pelas vacinagOes realizadas nessa populagdo. Assim, o presente
estudo teve como objetivos: 1. Avaliar os niveis de anticorpos anti-RabV em cdes com
historico de vacinacdo antirrabica e 2. Investigar a frequéncia e niveis de anticorpos anti-
RabV em uma amostra de cées sem histdrico conhecido de vacinagdo de Santa Maria, RS. No
primeiro estudo, utilizaram-se 440 amostras séricas de cées coletadas durante a campanha de
vacinacdo antirrabica de 2015 na cidade Santa Maria. Somente foram coletadas amostras de
cdes com historico confirmado de, pelo menos, uma vacinagdo antirrabica nos dois anos
anteriores. O segundo estudo incluiu 300 amostras de cdes levados para atendimento clinico
e/ou cirargico no Hospital Universitario Veterinario da Universidade Federal de Santa Maria
(HVU/UFSM) no ano de 2015.0 historico de vacinagdo antirrabica neste grupo ndo foi
investigado, constituindo-se, portanto, em uma amostra de conveniéncia de cdes sem historico
conhecido de vacinacdo contra a raiva. As amostras de soro foram submetidas ao teste rapido
de inibicdo de focos fluorescentes (RIFFT) que detecta anticorpos neutralizantes contra o
RabV. Dentre as amostras coletadas na campanha de vacinacdo, 70,4% (330/440)
apresentaram titulo neutralizante igual ou superior a 0,5 Ul/ml, considerado protetivo pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS). No entanto, aproximadamente 30% dos animais nao
apresentavam titulos adequados. Dentre as amostras com titulos inferiores a 0,5 Ul/ml, 57,4%
(74 amostras) eram provenientes de cdes com histérico de mais de uma vacinagdo. Dentre as
amostras coletadas de cdes sem historico conhecido de vacinacdo, 42,3% (127/300)
apresentaram titulo igual ou superior a 0,5 Ul/ml e 57,7% (173/300) ndo possuiam anticorpos
em titulos considerados adequados para protecdo. Considerando-se que tratava-se de uma
amostra de conveniéncia, e ndo necessariamente representativa da populagdo canina da
cidade, esses niveis de cobertura vacinal ndo devem ser extrapolados para a populacgéo total,
porém sao indicativos de cobertura vacinal baixa. Em resumo, os resultados deste estudo
indicam que uma parcela importante dos cdes vacinados contra a raiva em Santa Maria/RS
ndo estd desenvolvendo niveis adequados de anticorpos contra o RaBV, indicando a
necessidade de se reavaliar as estratégias de vacinacao. Por outro lado, os niveis de cobertura
vacinal detectados em uma amostra de cdes sem historico conhecido de vacinagdo sugerem a
necessidade de se expandir as campanhas de vacinagdo antirrdbica na cidade de Santa
Maria/RS para produzir uma cobertura vacinal mais ampla.

Palavras-chave: Raiva. Cédes. Vacinas. Cobertura vacinal. RabV.



ABSTRACT

NEUTRALIZING ANTIBODIES AGAINST RABIES VIRUS IN DOGS WITH AND
WITHOUT HISTORY OF VACCINATION IN SANTA MARIA - RS - BRAZIL

AUTHOR: Karina Gonzalez Fernandes
ADVISOR: Eduardo Furtado Flores

Rabies virus (RabV) belongs to the family Rhabdoviridae, genus Lyssavirus and is the agent
of a severe zoonotic disease that courses with neurological signs and inevitably leads to death.
Urban rabies, with is maintained through transmission cycles involving dogs and cats is under
control or virtually eradicated in most Brazilian states. Regardless, massive vaccination of
urban canine and feline populations is still being performed in many cities as to maintain the
population immunity. Considering the recent outbreaks of bovine rabies in Rio Grande do Sul
state (RS) and the potential risk of introduction of the virus in the urban populations of dogs
and cats, it is relevant to evaluate the levels and coverage of humoral immune response
induced by rabies vaccination in these populations. Thus, the present study aimed at: 1. To
determine the magnitude of the serological response in dogs with recent history of rabies
vaccination; 2. To investigate the frequency and level of antibodies to RabV in dogs with
unknown history of vaccination against rabies. The first study included 440 serum samples
from dogs with recent historic of vaccination against rabies, collected during the 2015 Rabies
Vaccination Campaign in Santa Maria, RS. The second study used 300 samples from dogs
submitted to the University Veterinary Hospital (HVU) of the Federal University of Santa
Maria in 2015. These dogs have been submitted to HVU for varied clinical and surgical
procedures and, thus, rabies vaccination history was unknown. Serum samples were submitted
to the rapid inhibition of fluorescent foci test (RIFFT) which detects neutralizing antibodies
do RabV. Out of the 440 samples collected from vaccinated animals, 70.4% (330/440)
harbored neutralizing antibody titers > 0.5 UI/mL, considered an indicative of protection to
rabies by the World Health Organization (WHQO). However, approximately 30% of the
animals did not contain antibodies in adequate levels. Among the animals with titers below
0.5 Ul/mL, 57.4% (74 amostras) had been subjected to two or more vaccinations, indicating
failure in the immunization strategies and/or poor vaccine quality. Among the samples
collected from dogs with unknown historic of rabies vaccination, 42.3% (127/300) contained
neutralizing antibody titers > 0.5 UI/mL. Thus, 57.7% (173/300) of the sampled animals did
not contain levels of protective antibodies against rabies. Considering that these samples were
collected from a selected dog population, these coverage levels should not be considered
representative of the vaccine coverage of the total dog population. However, these numbers
are indicative of a low rabies vaccine coverage in the urban dog population of Santa Maria,
RS. In summary, our results demonstrated that an important proportion of dogs vaccinated
against rabies have not developed adequate antibody levels against RabV, indicating the need
of reformulation of the vaccination strategies. On the other hand, the levels of vaccine
coverage detected in a selected sampling no history of vaccination indicates the need to
extend the rabies vaccination campaigns as obtain a wider vaccine coverage.

Key-words: Rabies. Dogs. Vaccine. Serological response. Antibodies
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1. INTRODUCAO

A raiva é uma das doencas humanas e animais mais antigas que se conhece. Ao
mesmo tempo, é uma doenca quase sempre mortal. A cada ano, aproximadamente 70.000
pessoas morrem com a doencga em paises subdesenvolvidos, sobretudo criancas. Apesar de ser
conhecida desde a antiguidade, a doenca continua sendo um grave problema de satde publica
nos paises subdesenvolvidos. Esta doenca ocorre em todos 0s continentes, exceto na Antartida
e Australia e aproximadamente 2/3 dos paises sdo afetados (WHO, BRASIL, 2016).

O virus da raiva (RabV) pertence a ordem Mononegavirales, familia Rhabdoviridae,
género Lyssavirus (ICTV, 2014). O RabV possui genoma RNA, ndo-segmentado, de cadeia
simples e polaridade negativa, que codifica cinco proteinas, incluindo a nucleoproteina,
fosfoproteina, proteina da matriz, glicoproteina, e RNA polimerase dependente de RNA
(RODRIGUEZ, 2012).

A transmissdo do RabV ocorre pela saliva de animais infectados, principalmente
devido a mordeduras (WHO, 1992). O periodo de incubacéo é muito variavel apos infeccbes
naturais, pois diversos fatores podem estar associados a um maior ou menor periodo de
incubacdo, tais como a amostra de virus, o local e profundidade da mordedura (quanto mais
préximo do sistema nervoso central (SNC), mais rapido o acesso do virus ao mesmo), a carga
viral, a suscetibilidade da espécie e imunidade do animal agredido. Geralmente, o periodo de
incubacdo € de 2 a 12 semanas, porém periodos superiores a um ano ja foram relatados
(INSTITUTO PASTEUR, 2007; MAYR & GUERREIRO, 1972).

Os sinais clinicos de animais e pessoas infectadas pelo RabV é decorrente da infeccéo
do SNC e variam desde paralisia (lesdes no cértex cerebral) até distdrbios de comportamento
(lesbes no sistema limbico) (MAYR & GUERREIRO, 1972). Cées geralmente desenvolvem a
forma furiosa/agressiva, quando tendem a se tornar agressivos, desenvolverem incoordenacgéo
motora e paralisias musculares (BATISTA et al., 2007; RODRIGUEZ et al., 2012).

O RabV se perpetua na natureza em quatro ciclos, que diferem entre si pelas espécies
envolvidas e locais onde ocorrem: ciclos urbano, rural, silvestre terrestre e aéreo. O ciclo
urbano envolve principalmente cdes e gatos. O hospedeiro principal neste ciclo é o céo
domeéstico (Canis familiaris). A infeccdo humana ocorre, em geral, pela estreita relacdo
existente entre os cdes e o homem. O ciclo rural tem como reservatorios 0s morcegos
hemat6fagos (Desmodus rotundus) e caracteriza-se pela transmissdo da raiva aos animais
domeésticos de interesse econdmico do meio rural, conhecidos como herbivoros domesticos. O

ciclo aéreo envolve 0s morcegos ou quiropteros, hematéfagos ou ndo, que podem manter e
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transmitir o RabV entre si, mantendo assim o virus na natureza. O ciclo silvestre terrestre
envolve a transmissdo do RabV entre diferentes espécies de carnivoros silvestres, por
exemplo guaxinins (Procyon sp.) e gambas (Didelphis virginiana), entre outros (INSTITUTO
PASTEUR, 2009).

A distribuigdo da raiva no mundo nédo é uniforme, existindo areas livres e areas com
diferentes niveis de endemicidade, podendo apresentar, ocasionalmente, comportamento
epizodtico. No Brasil, a raiva é endémica, em diferentes niveis de acordo com as regides. De
1980 a julho de 2012 foram registrados 1.457 casos de raiva humana no Brasil,
(BRASIL,2016). Mais de 95% dos casos humanos sdo causadas pela mordida de cdes (OIE,
2016).

A vacinacdo profilatica é insubstituivel e muito importante quando se trata da
prevencdo da raiva em animais e humanos. Deteccdo e quantificacdo de anticorpos sao
utilizados principalmente para o controle do status de imunidade humoral do animal apds a
vacinacdo antirrdbica. Os anticorpos sdo o resultado da resposta imune humoral do organismo
para 0s antigenos; € um processo que é conduzido, e influenciado por muitos fatores:
guantidade de antigenos, local de aplicacdo, a participacdo do complexo de
histocompatibilidade (MHC) e, especialmente o estado geral do animal (MOORE &
HANLON 2010).

Para a deteccdo e quantificacdo de anticorpos contra o virus da raiva sdo preconizados
pela OIE dois testes soroldgicos: teste de neutralizacdo do virus com anticorpos fluorescentes
(FAVN) e o teste rapido de inibicdo de foco fluorescente (RFFIT) para a determinacdo de
anticorpos neutralizantes (OIE, 2013). Os anticorpos neutralizantes s&o considerados
componentes-chave da resposta imunitaria adaptativa contra o virus da raiva (HOOPER et al.,
1998). A Organizacdo Mundial de Saude determinou que o nivel de anticorpos de pelo menos
0,5 Ul/ml é indicativo de protecdo conferida por vacinas. Este valor foi mencionado pela
primeira vez pelo Comité de Especialistas sobre Raiva no relatorio da Organizacdo Mundial
de Salde de 1992 e é reconhecido em todo 0 mundo (WHO, 2016). Porém, estudos mostram
que a protecdo conferida pelas vacinas, muitas vezes € ineficiente, devendo-se quantificar a
resposta imune, apos vacinagdo, a fim de se obter o nivel de anticorpos neutralizantes na
populacdo vacinada (RIGO et al., 2006). Com isso, verifica-se 0 grau de protecdo dos cées
frente ao virus da raiva, visto que sdo 0s maiores responsaveis pela transmissdo da
enfermidade aos humanos (WHO, 2016).
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A Organizagdo Mundial de Satde Animal estima que 70% de cobertura vacinal na
populacdo canina é suficiente para protecdo contra a doenga (OIE, 2016). No Brasil, o
calendario de vacinacdo acontece geralmente no segundo semestre do ano (BRASIL, 2016).

No Rio Grande do Sul anualmente sdo relatados casos de deteccdo do RabV em
morcegos ndo-hematofagos capturados em areas urbanas, oferecendo um grande risco a sadude
animal e humana (CRMV-RS, 2013). De 2014 a abril de 2016 foram notificados 228 casos de
raiva animal, entre eles, em felinos, bovinos, equinos, morcegos hematdfagos e nao-
hematofagos, evidenciando que o virus esta circulando no Estado (SVS, 2016).

Em Santa Maria a vacinagdo canina é realizada anualmente pelo curso de Medicina
Veterinéria da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, 2016). Além dessa campanha,
clinicas veterinarias, profissionais autbnomos e empresas de produtos veterinarios realizam
vacinacao antirrbica em cées e gatos.

Assim, os objetivos deste trabalho foram investigar os niveis de anticorpos neutralizantes em
caes com histérico de vacinagdo antirrdbica em Santa Maria/RS e também em uma amostra de

cdes sem histdrico conhecido de vacinacao.
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Anticorpos neutralizantes contra o virus da raiva em cées com e sem historico de
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Neutralizing antibodies against rabies virus in dogs with and without history of
vaccination in Santa Maria — RS — Brazil

Anticorpos neutralizantes contra o virus da raiva em cées com e sem histdrico de

vacinacdo em Santa Maria — RS - Brasil

Karina Gonzalez Fernandes®, Mathias Martins', Juliana

Felipetto Cargnelutti', Rudi Weiblen', Eduardo Furtado Flores'"

ABSTRACT

Urban rabies, with is maintained in transmission cycles involving dogs and cats is controlled
or virtually eradicated in most Brazilian states. Nonetheless, massive vaccination of urban
canine and feline populations against rabies virus (RabV)is still being performed in many
cities as to maintain the population immunity. Considering the recent outbreaks of bovine
rabies in Rio Grande do Sul state (RS) and the potential risk of introduction of the virus in the
urban populations of dogs and cats, the present study aimed at: 1. To determine the magnitude
of the serological response in dogs with recent history of rabies vaccination in Santa Maria,
RS; 2. To investigate the frequency and level of antibodies to RabV in dogs with unknown
history of vaccination against rabies. The first study included 440 serum samples from dogs
with recent historic of vaccination against rabies, collected during the 2015 Rabies

Vaccination Campaign in Santa Maria, RS. The second study used 300 samples from dogs

"Programa de P6s graduacéo em Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria — Setor de
Virologia, Av. Roraima, 1000, prédio 63 A, Parque de exposi¢des, Bairro Camobi, Santa Maria, RS, Brasil.
CEP: 97105-900. E-mail: eduardofurtadoflores@gmail.com. Autor para correspondéncia.
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submitted to the University Veterinary Hospital (HVU) of the Federal University of Santa
Maria in 2015. These dogs have been submitted to HVU for varied clinical and surgical
procedures and, thus, the rabies vaccination historic was unknown. Serum samples were
submitted to the rapid inhibition of fluorescent foci test (RIFFT) which detects neutralizing
antibodies do RabV. Out of the 440 samples collected from vaccinated animals, 70.4%
(330/440) harbored neutralizing antibody titers > 0.5 Ul/mL, considered an indicative of
protection to rabies by the World Health Organization (WHO). However, approximately 30%
of the animals did not contain antibodies in adequate levels. Among the animals with titers
below 0.5 Ul/mL, 57.4% (74 amostras) had been subjected to two or more vaccinations,
indicating failure in the immunization strategies and/or poor vaccine quality. Among the
samples collected from dogs with unknown historic of rabies vaccination, 42.3% (127/300)
contained neutralizing antibody titers > 0.5 UI/mL. Thus, 57.7% (173/300) of the sampled
animals did not contain levels of protective antibodies against rabies. Considering that these
samples were collected from a selected dog population, these coverage levels should not be
considered representative of the vaccine coverage of the total dog population. However, these
numbers are indicative of a low rabies vaccine coverage in the urban dog population of Santa
Maria, RS. In summary, our results demonstrated that an important proportion of dogs
vaccinated against rabies have not developed adequate antibody levels against RabV,
indicating the need of reformulation of the vaccination strategies. On the other hand, the
levels of vaccine coverage detected in a selected sampling no history of vaccination indicates

the need to extend the rabies vaccination campaigns as obtain a broader vaccine coverage.

Key-words: rabies, dogs, vaccine, serological response, antibodies.
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RESUMO

A raiva urbana, que é mantida em ciclos envolvendo cées e gatos, esta sob controle ou
virtualmente erradicada na maioria dos Estados do Brasil. No entanto, a vacinacdo macica das
populacdes caninas e felinas das cidades contra o virus rabico (RabV) segue sendo realizada
para manter os niveis de imunidade dessas populacdes. Considerando-se 0s atuais surtos de
raiva herbivora no Estado do Rio Grande do Sul e o risco potencial de introducéo do virus em
populacdes urbanas de cées, o presente estudo teve como objetivos: 1. Avaliar os niveis de
anticorpos anti-RabV em cées com histérico de vacinacdo antirrabica de Santa Maria/RS e 2.
Investigar a frequéncia e niveis de anticorpos anti-RabV em uma amostra de cdes sem
histérico conhecido de vacinacdo. No primeiro estudo, utilizaram-se 440 amostras séricas de
cdes coletadas durante a campanha de vacinagdo antirrabica de 2015 na cidade Santa Maria.
Somente foram coletadas amostras de cdes com histérico confirmado de, pelo menos, uma
vacinagdo antirrabica nos dois anos anteriores. O segundo estudo incluiu 300 amostras de cées
que foram levados para atendimento clinico e/ou cirdrgico no Hospital Universitario
Veterinario da Universidade Federal de Santa Maria (HVU/UFSM) no ano de 2015. O
historico de vacinacao antirrabica neste grupo nao foi investigado. As amostras de soro foram
submetidas ao teste rapido de inibicdo de focos fluorescentes (RIFFT) que detecta anticorpos
neutralizantes contra o RabV. Dentre as amostras coletadas na campanha de vacinagéo, 70,4%
(330/440) apresentaram titulo neutralizante igual ou superior a 0,5 Ul/ml, considerado
protetivo pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). No entanto, aproximadamente 30% dos
animais ndo apresentavam titulos adequados. Dentre as amostras com titulos inferiores a
0,5Ul/ml, 57,4% (74 amostras) eram provenientes de cdes com historico de mais de uma
vacinacdo. Dentre as amostras coletadas de cdes sem historico conhecido de vacinagéo, 42,3%

(127/300) apresentaram titulo igual ou superior a 0,5 Ul/ml e 57,7% (173/300) ndo possuiam
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anticorpos em titulos considerados adequados para protecdo. Considerando-se gque tratava-se
de uma amostra de conveniéncia, e ndo necessariamente representativa da populacdo canina
da cidade, esses niveis de cobertura vacinal ndo devem ser extrapolados para a populagédo
total, porém sdo indicativos de cobertura vacinal baixa. Em resumo, os resultados deste estudo
indicam que uma parcela importante dos cdes vacinados contra a raiva em Santa Maria/RS
ndo estd desenvolvendo niveis adequados de anticorpos contra o RaBV, indicando a
necessidade de se reavaliar as estratégias de vacinacao. Por outro lado, os niveis de cobertura
vacinal detectados em uma amostra de cdes sem historico conhecido de vacinacao sugerem a
necessidade de se expandir as campanhas de vacinacdo antirrabica na cidade de Santa

Maria/RS para produzir uma cobertura vacinal mais ampla.

Palavras-chave: raiva, caes, vacinas, cobertura vacinal, RabV.

INTRODUCAO

A raiva é uma das principais zoonoses virais e causa a morte de, aproximadamente,
70.000 pessoas por ano, sobretudo em paises subdesenvolvidos (WHO, 2016). Embora seja
uma doenca milenar, a raiva continua sendo um grave problema de satde publica, e também
de sanidade animal (OIE, 2016). A doenca é causada pelo virus da raiva (ou virus rabico,
RabV), que pertence a ordem Mononegavirales, familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus
(ICTV, 2014). O RabV é um virus envelopado, com genoma RNA de polaridade negativa que
codifica cinco proteinas: nucleoproteina, fosfoproteina, proteina da matriz, RNA polimerase e
glicoproteina G (gG) (ICTV, 2014; WAGNER et al., 1972).

O RabV ¢ transmitido pela saliva de animais infectados, principalmente por meio de

mordeduras ou arranhaduras (WHO, 1992). Os animais infectados desenvolvem quadros de
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doenca neuroldgica, com sinais clinicos que variam desde alteragdes de comportamento até
paralisia (MAYR & GUERREIRO, 1972). Cées geralmente desenvolvem a forma furiosa da
doenca, quando tendem a se tornar agressivos, desenvolver incoordenacdo motora e paralisias
musculares (RODRIGUEZ et al., 2012).

A manutenc¢do do RabV na natureza ocorre tanto na zona rural como em areas urbanas,
sendo que nas cidades o agente é transmitido, principalmente, entre cdes e gatos. Na area
rural, animais de producéo geralmente se infectam pela mordedura de morcegos hemato6fagos.
No ciclo silvestre, tanto morcegos quanto pequenos mamiferos (gambas, maos-peladas,
raposas, etc.) podem abrigar e transmitir o virus (SILVA et al., 2009). Além disso, morcegos
ndo-hematdéfagos também podem carrear 0 RabV e, eventualmente, transmitir o virus para
outras espécies de morcegos ou para outros mamiferos (CABRAL et al., 2012).

Os cées sao os principais hospedeiros e fontes do RabV para humanos (WHO, 2016).
Existem registros de raiva em cées e gatos em todo o Brasil, tanto pela variante do cdo, como
pelas variantes do virus encontradas em morcegos. Estas variantes pertencem ao ciclo
silvestre da doenca e podem acometer, acidentalmente, outras espécies de animais domésticos
como os cées e gatos (KOBAYASHI et al., 2005).

Na maioria dos Estados do Brasil, a raiva urbana (transmitida por caes e gatos)
encontra-se controlada, com ocorréncias apenas ocasionais (BRASIL, 2016). O controle da
raiva urbana foi obtido por décadas de campanhas de vacinacdo antirrabica, o que tem
reduzido drasticamente a populacdo de animais ndo imunizados e, consequentemente, a
circulacdo do virus no meio urbano (OIE, 2016). Porém, casos de raiva humana seguem
ocorrendo em varios municipios em todo Brasil: em 2015 foram notificados 47 casos de raiva
em caes no municipio de Corumbéa, em Mato Grosso do Sul, com exposi¢cdo e Obito de uma
pessoa (SILVA et. al.,, 2015). Nas regides Norte e Nordeste sdo frequentemente descritos

casos de raiva humana transmitida por cées (BRASIL, 2016). No Rio Grande do Sul, em 2013
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e 2014 ocorreram casos de exposicdo humana ao RabV na éarea rural por
arranhadura/mordedura de gatos (CRMV-RS, 2014). Além disso, anualmente séo relatados
casos de deteccdo do RabV em morcegos ndo-hematdfagos capturados em areas urbanas do
Rio Grande do Sul, oferecendo um grande risco a satde animal e humana (CRMV-RS, 2013).
No Rio Grande do Sul, de 2014 a abril de 2016 foram notificados 228 casos de raiva animal,
entre eles, em felinos, bovinos, equinos, morcegos hematdfagos e nao-hematdfagos,
evidenciando que o virus esta circulando no Estado (SVS, 2016).

A vacinacdo € a principal forma de prevenir e controlar a raiva urbana e rural, bem
como para pessoas sob risco de infec¢do (OIE, 2016). Estudos demonstram a eficiéncia das
vacinas e dos protocolos de vacinacdo (RAMANNA, et al., 2007; SHIRAISHI et al., 2014).
No entanto, existem poucas investigacbes que demonstrem o grau de imunizacdo de
populacdes apds vacinacédo de rotina.

Considerando-se, a atual epizootia de raiva em herbivoros no RS, os recentes relatos
de pequenos animais infectados pelo RabV e os casos de exposi¢cdo humana neste Estado, os
objetivos deste trabalho foram avaliar 0s niveis de anticorpos contra 0 RabV em cédes com
historico de vacinacdo antirrdbica e verificar também a frequéncia de anticorpos anti-RabV

em cées sem historico conhecido de vacina¢do na cidade de Santa Maria — RS.

MATERIAL E METODOS
A presenca e 0s niveis de anticorpos neutralizantes contra o RabV foram investigados

em cdes com e sem historico conhecido de vacinagao antirrébica.

Amostras de soro
Amostras foram coletadas de dois grupos de cédes: no grupo 1, 440 amostras foram

coletadas durante campanha de vacinacdo antirrdbica de 2015 e o0s cdes apresentavam
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histérico de pelo menos uma vacinacao entre os anos de 2013 e 2015 — segundo relato dos
proprietarios ou apresentacdo da carteira de vacinacdo. Além disso, foram registrados 0s
seguintes dados: sexo, idade, nimero de vacinacGes antirrabicas que o animal recebeu
anteriormente e 0 ano da Ultima vacinacdo. No grupo 2, foram obtidas300 amostras coletadas
durante atendimento clinico veterinario, no Hospital Universitario Veterinario (HUV/UFSM)
de Santa Maria -RS, no ano de 2015. As amostras (2 a 5mL) foram centrifugadas a 4.000 rpm
por 10 minutos para obtencdo do soro, que foi submetido a inativacdo do complemento a 56°C

por 30 min. O soro foi armazenado a -20°C até a realizacao dos testes.

Teste rapido de inibicéo de focos fluorescentes (RIFFT)

Em todos os procedimentos de amplificacdo viral e de sorologia foram utilizadas
células de rim de hamster neonato BHK-21 mantidas em meio essencial minimo (MEM)
contendo penicilina (1,6 mg.L-1), estreptomicina (0,4 mg.L-1) e anfotericina B (2,25 mg.L-1)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). A cepa do RabV utilizada nos testes foi a
Challenge Virus Standard (CVS132-11A), gentilmente cedida pelo Instituto Pasteur de Séo
Paulo.

Os testes foram realizados em placas de 96 orificios conforme SMITH et al. (1973),
com modificag¢Oes. Diluigdes seriadas das amostras de soro na razdo 2 (diluigdes de 1:10 a
1:1280) foram incubadas por 90 min a 37°C com aproximadamente 100 doses infectantes
para 50% dos cultivos celulares (DICC50) da cepa CVS-PV do RabV. Células BHK-21
(aproximadamente 2,5 x 104 células/orificio) foram adicionadas a mistura de virus e soro, e
incubadas a 37°C com 5% de CO2 por 48 h. Apos este periodo, 0 meio de cultura foi
removido e adicionou-se 40 pL de tripsina versene (2,5 g/L). A mistura foi mantida 20 min a
37°C e o cultivo ressuspendido com 60 uL MEM e 20 pL SFB. Foram transferidos 30 pL

dessa suspenséo de celulas para ldminas do tipo multispot e mantidas em estufa a 37°C com
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5% de CO2 por 2 h. As células foram fixadas na ldmina utilizando acetona 100% por 5 min e
incubados por 1 h a 37°C com um anticorpo monoclonal anti-RabV conjugado com
fluoresceina (FITC Anti-Rabies Monoclonal Globulin, FujirebioDiagnostics, Malvern, PA).
Cada cavidade da lamina foi utilizada uma das diluicbes do soro e as células foram
examinadas sob um microscopio de epifluorescéncia (Axiolab ZEISS®) (aumento de 200X).
O titulo neutralizante foi definido como a reciproca da maior diluicdo de soro capaz de
prevenir a infeccdo dos cultivos celulares. Em todos os testes, foi utilizado um soro controle
positivo fornecido pelo Instituto Pasteur de Sdo Paulo, contendo 0,5 Ul/mL. O titulo
neutralizante deste soro foi utilizado como referéncia para converter o titulo das amostras

analisadas para Ul/mL.

Estatistica
Para realizar as analises estatisticas utilizou-se o programa Statgraphics® Centurion
XV versdo 15.1. Os dados foram submetidos a analise de variancia e constatada diferenca

estatistica realizou-se regressao simples (P <0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as 440 amostras coletadas de cdes com histdrico de vacinacdo, 310 (70,4%)
apresentaram titulo de anticorpos contra RabV igual ou superior a 0,5 Ul/mL. Outras 129
amostras (29,3%) foram negativas ou apresentaram titulo inferiores a 0,5 Ul/mL; uma
amostra (0,2%) mostrou-se impropria para analise (Figura 1). Entre os animais com titulo de
anticorpos igual ou superior a 0,5 UI/mL, os titulos neutralizantes variaram entre 0,5 e igual
ou maior a 16 Ul/mL, e o titulo médio geométrico (GMT) dos reagentes foi 3,8 Ul/mL.
Assim, 8,7% apresentaram titulo de 0,5Ul/ml, 10,6% apresentaram titulo de 1Ul/ml, 17%

apresentaram titulo de 2Ul/ml, 22,5% apresentaram titulo de 4Ul/ml, 25,4% apresentaram
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titulo de 8UI/ml e 15,4% apresentaram titulo de 16Ul/ml ou mais (Figura 3). Estes resultados
demostram que aproximadamente 90% dos animais soropositivos possuiam titulos pelo
menos duas vezes maiores do que o titulo considerado protetivo pela Organizacdo Mundial de
Saude (WHO, 2013).

No entanto, observou-se que 29,3% dos animais testados apresentaram-se
soronegativos ou com anticorpos em niveis considerados insuficientes para conferir protecao
contra desafio pelo RabV. Os indices de animais soronegativos ou com titulos baixos sdo
preocupantes do ponto de vista da eficacia das campanhas de imunizacdo, uma vez que todos
0s animais examinados, de acordo com os proprietarios, apresentavam histérico de vacinagéo.

A vacinacdo antirrdbica em cdes € uma ferramenta importante, que tem como principal
objetivo manter niveis soroldgicos protetores em animais domésticos, reduzindo o nimero de
animais suscetiveis ao virus da raiva (SEGHAIER et al., 1999). Assim, quando séo realizadas
campanhas de vacinacdo em massa, 0 objetivo € induzir uma resposta imune protetora numa
alta proporcdo da populacdo (ALMEIDA, et al., 1997). Porém, assim como observado no
presente trabalho, outros estudos que avaliaram os niveis de resposta imunoldgica em caes
vacinados também observaram que parte dos animais amostrados ndo apresentaram resposta
imune satisfatoria (ALMEIDA, et al., 1997; RIGO et al., 2006; PAEZ et al., 2011).

No presente estudo, dentre os 310 animais que apresentavam resposta imune
teoricamente protetiva, 77,4% possuiam histérico de mais que uma dose de vacina antirrabica,
e a média de vacinagdes prévias nestes animais foi de 4,2 vezes (Tabela 1). RAMANNA e
colaboradores (2007) avaliaram os niveis de anticorpos neutralizantes em cées vacinados e
observaram que depois de dose Unica de vacina antirrdbica, apenas 56% dos cées
desenvolveram titulos considerados protetores. PAEZ e colaboradores (2011) observaram que
48% dos animais que ndo receberam aplicacdo anual de refor¢o da vacina antirrabica, nao

produziram resposta humoral adequada. ALBAS e colaboradores (2013) analisaram a resposta
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imune humoral em cdes e gatos vacinados contra o virus da raiva no sudeste do Brasil e
observaram que apenas 52,1% dos cdes amostrados soroconverteram. Nestes estudos, a idade
e a falta de reforco vacinal aparecem como um dos principais problemas que levam a falhas
na inducao de anticorpos.

No presente trabalho, pode-se observar uma relagcdo entre o numero de vacinages e 0
titulo de anticorpos apresentados pelos animais (regresséo simples [P <0,05]). Na tabela 1 sdo
apresentados os resultados referentes a distribuicdo do sexo, média da idade, média do
namero de vacinacgdes prévias e média do tempo ap0s a ultima vacinacdo. Aproximadamente
30% dos animais amostrados eram soronegativos ou ndo apresentaram imunidade indicativa
de protecdo, embora a média de vacinacdes prévias recebidas por estes animais tenha sido
2,74 vacinacOes. Porém, 42,6% (55/129) destes cdes sdo animais primovacinados, ou seja,
receberam apenas uma dose de vacina. Esses resultados somam-se as observacgdes feitas em
outros estudos (ALMEIDA, et al., 1997; SEGHAIER et al., 1999; SILVA et al., 2009;) e
expdem necessidade de refor¢o vacinal — ou de complementacdo da primovacinagdo - em
animais que estejam recebendo a primeira dose vacinal. Uma possivel solugcdo, mesmo em
campanhas de vacinacdo em massa, seria a indicacdo de uma dose de reforgo vacinal com
intervalo de 30 a 60 dias nos animais que nunca antes receberam vacina antirrabica.

Neste sentido, um estudo desenvolvido por BABONNI e colaboradores (2014) no
municipio de Botucatu/SP avaliou a resposta sorolégica de 576 cdes primovacinados e que
receberam uma dose de reforco vacinal 30 dias apds a primeira vacinacdo. Trinta dias ap6s 0
reforco, 99% dos animais apresentaram titulos protetivos.

Um dos resultados do presente estudo que merece destaque, é a populacdo de animais
que recebeu pelo menos duas vacinacdes, mas mesmo assim, ndo apresentou niveis de
anticorpos compativeis com protecdo. Dos 129 animais soronegativos ou que apresentaram

titulo menor que 0,5 Ul/mL, 74 (57,4%) eram cées que receberam mais do que uma vacinagao
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antirrabica. Esses resultados indicam falhas na estratégia de imunizacéo e/ou baixa qualidade
das vacinas utilizadas.

Outro fator importante € o intervalo de tempo em relacdo a Ultima vacinacdo. Dos
animais soronegativos ou com titulos de anticorpo nao protetivo, 64,7% haviam recebido a
ultima vacinacdo ha dois anos. Ja nos animais sorologicamente protegidos, 92,9% haviam
sido vacinados no ano anterior. Com isso, destaca-se a importancia das campanhas anuais de
vacinacdo antirrabica, como forma de manter grande parte da populacédo canina devidamente
protegida, visto que o virus rabico segue circulando em areas rurais e apresenta potencial de
ser introduzido nos ambientes urbanos (ALMEIDA, et al., 1997).

No presente estudo, a média de idade geral dos animais foi de 5,8 anos e, embora a
média de idade dos animais com titulos protetivos tenha sido maior do que nos animais
considerados desprotegidos (6,5 e 4,3 anos, respectivamente), a idade ndo apresentou relacao
com os niveis de imunidade. Como a Campanha de Vacinacdo Antirrdbica em Santa
Maria/RS é realizada anualmente ha pelo menos 40 anos, é provavel que, em geral, animais
mais velhos tenham recebido o maior nimero de vacinagoes.

As campanhas anuais de vacinacdo antirrabica de cées e gatos em Santa Maria — RS,
tem utilizado vacinas inativadas, compostas de suspensdo inativada de virus rabico
amplificado em células BHK-21 (Baby Hamster Kidney Cell - BHK-21 [C-13 ATCC® CCL-
10™]) com adjuvante hidroxido de aluminio.

A qualidade da vacina, dose, idade da primovacinacao, estado nutricional, presenca de
infeccBes concomitantes, além da capacidade imunoldgica do animal podem interferir nos
indices de falhas vacinais (SEGHAIER et al., 1999; ALMEIDA, et al., 1997; MORTERS et
al., 2014). Porém, esses fatores ndo foram avaliados no presente estudo. Assim, nao é possivel

considerar ou descartar que possam estar relacionados ao nivel de falhas vacinais observados.
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Dentre os animais sem historico conhecido de vacinagdo antirrabica, observou-se que
42,3% (127/300) apresentaram titulos iguais ou superiores a 0,5 Ul/ml, enquanto 57,7%
(173/300) ndo possuiam anticorpos em titulos considerados indicativos de protecdo (Figura
2).
Entre os animais com titulo de anticorpos igual ou superior a 0,5 Ul/mL, os titulos
neutralizantes variaram entre 0,5 e igual ou maior a 16 Ul/mL. Assim, 22,5% apresentaram
titulo de 0,5Ul/ml, 23,2% apresentaram titulo de 1UIl/ml, 18,6% apresentaram titulo de
2Ul/ml, 17% apresentaram titulo de 4Ul/ml, 10% apresentaram titulo de 8Ul/ml e 8,5%
apresentaram titulo de 16 Ul/ml ou mais (Figura 3). Como esses animais representaram uma
amostragem de conveniéncia, ndo podem ser considerados representativos na populagédo
canina da cidade de Santa Maria. Na verdade, é provavel que esses valores sejam muito
superestimados em relacdo a cobertura vacinal existente na populacdo total. A populacdo
canina estimada de Santa Maria (de acordo com estimativas da proporcao canina/humana)
gira em torno de 60 a 70 mil cées, enquanto que as campanhas de vacinacdo antirrabica
realizadas na cidade abrangem entre 15 e 18 mil animais anualmente. Somando-se 0s animais
imunizados em clinicas particulares, é pouco provavel que o numero de cdes imunizados
contra a raiva na cidade de Santa Maria seja superior a 20 mil cdes. Por outro lado, a
amostragem realizada em cées levados ao HVU/UFSM provavelmente ndo reflete a
populacdo geral de cédes da cidade, contemplando preferencialmente cdes de proprietarios de
nivel sécio-econdmico e cultural acima da média da populacdo. Por essas razBes, acredita-se
que a frequéncia real de animais soropositivos ao RabV pela vacinacdo em Santa Maria seja
muito inferior aos 42,3% detectados neste estudo.

Segundo a Organizacdo Mundial de saude, cobertura vacinal de 70% da populacéo
canina em areas ndo endémicas e suficiente para que haja sucesso na prevencdo de

transmissdo da doenca (WHO, 2016). Porem, sabe-se que o Rio Grande do Sul é area
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endémica para raiva dos herbivoros, onde anualmente sdo relatados casos da doenca em
bovinos. Assim, o virus circula no estado (SEAPI, 2016). Portanto, é imprescindivel, para
qualquer avaliacdo das estratégias de prevencdo contra a raiva, que se tenha uma estimativa da
populacdo canina, para se estabelecer metas de cobertura vacinal e estratégias para a sua
realizacdo (BEYER, et al, 2012; ROCHA, et al, 2011).

De acordo com a OMS, dados sobre a populagao canina, como estratégia de prevencgéo
da raiva, considera aspectos como densidade populacional humana, relacdo entre populacao
canina e humana, formas de propriedade dos cées, padrGes de assentamento humano, entre
outros fatores (WHO, 1992), porém, nenhum destes fatores consegue abranger com precisdo a

populacdo de cdes domiciliados ou ndo.

CONCLUSAO

No grupo dos animais com historico de vacinacao antirrabica nos ultimos dois anos,
aproximadamente 30% dos animais ndo apresentam imunidade protetora. Visto que, destes
animais, uma parcela consideravel possuia apenas uma dose de vacina, o estabelecimento de
um calendario de vacinacédo diferenciado para animais primovacinados deve ser considerado
em campanhas de vacinacao antirrabica.

No grupo que constituiu-se dos animais com histérico desconhecido de vacinagéo,
57,7% ndo apresentavam titulos indicativos de protecdo contra a raiva, fica clara a
necessidade de se ampliar as campanhas anuais de vacinagdo antirrabica, de forma a abranger

um maior niimero de animais.

COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA
Os métodos utilizados no presente trabalho foram aprovados pela Comissdo de Etica

no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Maria — UFSM, Santa Maria,
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RS, Brasil de acordo com o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal

(CONCEA) sob o nimero de protocolo 080/2014.
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0,23%

Figura 1 — Resultados da pesquisa de anticorpos contra 0 RabV em 440 amostras de soro de cées
com histérico de vacinacdo antirrabica. Titulacdo de anticorpos frente ao RabV pelo teste rapido
de inibicdo de focos fluorescentes (RIFFT) frente a aproximadamente 100 doses infectantes para
50% dos cultivos celulares (DICCs) do CVS. A = amostras de soro canino que apresentaram
titulos protetivos segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2013) (titulo maior ou igual
a 0,5 Ul/mL); B = amostras de soro canino considerados sorologicamente desprotegidos
(soronegativos ou com titulo menor que 0,5 Ul/mL); C = amostra impropria para teste.
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Figura 2 — Resultados da pesquisa de anticorpos contra 0 RabV em 300 amostras de soro de cées
com histérico de vacinacdo antirrabica desconhecido. Titulacdo de anticorpos frente ao RabV
pelo teste rapido de inibicdo de focos fluorescentes (RIFFT) frente a aproximadamente 100
doses infectantes para 50% dos cultivos celulares (DICCsp) do CVS. A = amostras de soro
canino que apresentaram titulos protetivos segundo a Organizagdo Mundial de Saide (WHO,
2013) (titulo maior ou igual a 0,5 Ul/mL); B = amostras de soro canino considerados
sorologicamente desprotegidos (soronegativos ou com titulo menor que 0,5 Ul/mL).
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Figura 3 — Distribuicdo da frequéncia dos titulos de anticorpos neutralizantes contra 0 RabV
em 310 amostras de soro canino com titulos de anticorpos protetivos no grupo de animais
com histérico de vacinagdo conhecido (igual ou superior a 0,5 Ul/ml). “= titulos de anticorpos

maior ou igual a 16 Ul/mL
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Figura 4 — Distribuicdo da frequéncia dos titulos de anticorpos neutralizantes contra o0 RabV
em 127 amostras de soro canino com titulos de anticorpos protetivos no grupo de animais
com histdrico de vacinagdo desconhecido (igual ou superior a 0,5 Ul/ml). “= titulos de

anticorpos maior ou igual a 16 Ul/mL
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Tabela 1 — Distribuicdo dos animais por sexo, média de idade, média do nimero de
vacinacOes prévias e a media de tempo apds a ultima vacinacéo de todos os animais incluidos

no estudo (geral) ou agrupados conforme titulo de anticorpos contra o RabV.

sexo (%) média da média do n° de tempo médio apos
- idade vacinacoes a ultima vacinagéo
macho  fémea (anos) prévias (anos)
geral® 45,6 54,3 58 3,8 1,0
>0,5 U/mL" 46,4 53,5 6,5 4,2 1,0
<0,5Ul/mL® 438 56,1 4,3 2,7 11

4 Valores referentes aos 440 animais estudados; b: dados referentes aos 330 animais com

titulo de anticorpos igual ou maior que 0,5 Ul/mL ; c: dados referentes aos 129 animais

soronegativos ou com titulos de anticorpos menor que 0,5 Ul/mL.
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3. CONCLUSAO

No grupo dos animais com histérico de vacinagdo antirrbica nos ultimos dois anos,
aproximadamente 30% dos animais ndo apresentam imunidade protetora. Visto que, destes
animais, uma parcela consideravel possuia apenas uma dose de vacina, o estabelecimento de
um calendario de vacinacédo diferenciado para animais primovacinados deve ser considerado
em campanhas de vacinacdo antirrabica.

No grupo que constituiu-se dos animais com histérico desconhecido de vacinagéo,
57,7% ndo apresentavam titulos indicativos de protecdo contra a raiva, fica clara a
necessidade de se ampliar as campanhas anuais de vacinacdo antirrdbica, de forma a abranger

um maior niimero de animais.
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