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RESUMO

A raiva é uma doenca que atinge o sistema nervoso central, uma zoonose de
importdncia na saude publica devido a sua alta letalidade e os impactos
econdmicos gerados por ela na pecuéria. E uma das doencas neuroldgicas mais
comuns no rebanho bovino brasileiro, ocupando um status de situacéo endémica
no Brasil, sendo o morcego hematéfago, Desmodus rotundus o principal vetor
do virus da raiva aos bovinos. A vacinacdo é uma das estratégias para controle
dessa enfermidade com alta letalidade e sem tratamento. Este experimento foi
desenvolvido com objetivo de avaliar a resposta imune humoral e acompanhar
0s parametros clinicos de bovinos vacinados com uma vacina comercial
antirrabica inativada. No dia DO, foram selecionados 10 animais com sorologia
negativa para anticorpos antirrabicos neutralizantes (<0,5 Ul/mL) e considerados
em boas condicdes de saude para receberem a vacina, a qual foi administrada
em dose Unica. Os animais foram acompanhados pelo periodo de um ano apos
a aplicacao da vacina, com coletas realizadas nos dias D-21, DO, D+21, D+90,
D+180, D+270 e D+360. Para a determinacdo dos niveis de anticorpos apés a
vacinacdo, foi realizada a técnica de Microteste Simplificado de Inibicdo de
Fluorescéncia, bem como a realizacdo de avaliagbes clinicas em todos o0s
animais nos dias D-21, DO, D+21 e D+360, os exames clinicos avaliaram os
parametros de frequéncia cardiaca, respiratoria, temperatura retal e motilidade
ruminal. Vinte e um dias apos a aplicagdo de uma dose da vacina avaliada, todos
0s animais apresentaram resultados de titulacdo de anticorpos neutralizantes
antirrabico 20,5 Ul/mL. 100% dos animais apresentaram titulo considerado
adequado pela literatura durante todo o estudo, demostrando que a vacina
induziu niveis de anticorpos neutralizantes antirrdbico 20,5 Ul/mL, de 21 dias
apos a vacinagao até um ano. As analises observacionais por meio dos exames
fisicos realizados indicaram que os animais mostraram comportamento, saude e
atitude condizentes com a espécie, categoria e condicbes de manejo
estabelecidas para este estudo. Dessa forma, baseando-se nos resultados
obtidos no estudo, a administracdo da vacina comercial antirrabica inativada
apresentou-se com niveis de anticorpos neutralizantes adequados para 0s
bovinos quando realizada conforme recomendacdo da bula, comprovando a
duracéo de titulos a nivel de eficacia, por um ano, na espécie bovina.

Palavras-chave: raiva, zoonoses, vacinagao, bovinocultura.



ALMEIDA: S. C. Evaluation of the humoral immune response of cattle
immunized with commercial inactivated rabies vaccine. Universidade
Federal do Recbncavo da Bahia, Cruz das Almas, 2022.

Advisor: Ana Karina da Silva Cavalcante.

ABSTRACT

Rabies is a disease that affects the central nervous system, a zoonosis of
importance in public health due to its high lethality and the economic impacts
generated by it on livestock. It is one of the most common neurological diseases
in the Brazilian cattle herd, occupying a status of endemic situation in Brazil, with
the hematophagous bat, Desmodus rotundus, the main vector of the rabies virus
to cattle. Vaccination is one of the strategies to control this disease with high
lethality and without treatment. This experiment was developed with the objective
of evaluating the humoral immune response and monitoring the clinical
parameters of cattle vaccinated with a commercial inactivated rabies vaccine. On
day DO, 10 animals with negative serology for neutralizing anti-rabies antibodies
(=0.5 IU/mL) were selected and considered in good health conditions to receive
the vaccine, which was administered in a single dose. The animals were followed
for a period of one year after application of the vaccine, with collections performed
on days D-21, DO, D+21, D+90, D+180, D+270 and D+360. To determine the
levels of antibodies after vaccination, the Simplified Fluorescence Inhibition
Microtest technique was performed, as well as clinical evaluations in all animals
on days D-21, DO, D+21 and D+360, clinical examinations evaluated the
parameters of heart rate, respiratory rate, rectal temperature and rumen motility.
Twenty-one days after the application of an evaluated vaccine dose, all animals
had anti-rabies neutralizing antibody titer results =0.5 IU/mL. 100% of the animals
had a titer considered adequate by the literature throughout the study, showing
that the vaccine induced levels of anti-rabies neutralizing antibodies 20.5 1U/mL,
from 21 days after vaccination to one year. Observational analyzes through the
physical examinations performed indicated that the animals showed behavior,
health and attitude consistent with the species, category and management
conditions established for this study. Thus, based on the results obtained in the
study, the administration of the commercial inactivated rabies vaccine presented
adequate levels of neutralizing antibodies for cattle when performed as
recommended in the package insert, proving the duration of titers in terms of
efficacy, for a year, in the bovine species.

Keywords: rabies, zoonoses, vaccination, bovine culture.
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1 INTRODUCAO

A raiva é uma das zoonoses de maior importancia mundial, doenc¢a aguda do Sistema
Nervoso Central (SNC) que pode acometer todos os mamiferos, incluindo os
humanos. Provocada pelo Rabdovirus, virus do género Lyssavirus, levando a um
guadro de encefalomielite fatal. O morcego Desmodus rotundus é a espécie de
morcego hemat6fago mais abundante e a qual tem nos herbivoros a sua maior fonte

de alimento.

E uma enfermidade de grande importancia no ambito da satde publica, esta zoonose
causa grandes impactos econdmicos na pecuaria. Pesquisas mostram que esta
doenca mata em torno de 100.000 bovinos/ano em toda a América Latina e gera
perdas que chegam de 30 milhdes de ddlares, os custos também estéo relacionados
além das perdas de rebanhos a gastos indiretos com tratamento de pessoas pos-
exposicao que mantiveram contato com animais sobre suspeita da doenca. Nao existe

tratamento, apos o inicio dos sinais clinicos é considerada fatal.

A raiva em herbivoros no Brasil € considerada endémica, variando a prevaléncia em
alguns estados. O crescimento do rebanho leva a modificagbes no meio ambiente,
como o desmatamento e criacdes de vias para escoamento da producao, isto gera
alteracdo no ambiente dos morcegos levando-os a busca por novos abrigos e nova
fonte alimentar, aproximando assim de produ¢des/animais domeésticos e promovendo

a possivel ocorréncia e disseminacao desta enfermidade.

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em 1966, por meio da
Defesa Sanitaria Animal, instituiu 0 PNCRH o Programa Nacional de Combate a Raiva
dos Herbivoros, com o objetivo de promover a vacinacdo estratégica de espécies
susceptiveis e do controle populacional do principal transmissor da doenc¢a, 0 morcego
hematofago Desmodus rotundus, associada também a outras medidas profilaticas e

de vigilancia, visando efetivo controle da ocorréncia da raiva dos herbivoros.

Segundo dados oficiais do MAPA, 2017 levando em consideragao a subnotificacéo a
estimativa é que a raiva mate em torno de 45 mil bovinos/ano no Brasil, estes nUmeros
implicam em uma perda econdmica de 15 milhdes de ddlares para o pais. Para

maiores controles dessa enfermidade e conhecimento epidemiolégico da ocorréncia
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da doenca no pais € importante que os casos sejam notificados aos érgaos de defesa
e a adocdo das medidas de prevencdo estabelecidas pelo PNCRH por meio da
estratégia de vacinacgdo, pois a auséncia de vacinacdo e a nao notificacdo dos casos

pode colocar a saude publica em risco.

Uma pesquisa divulgada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE
2019 o Brasil alcancou o0 marco de 214.893.800 de cabecas de gado, situacdo a qual
mantém o Brasil como o segundo maior rebanho bovino do mundo. No que se refere
ao estado da Bahia, este em 2019 alcancou o numero de 10.214.863 cabecas de
gado. Os maiores rebanhos bovinos da Bahia, em 2019, estavam em Itamaraju (172,9
mil cabecas), Itanhém (153,6 mil) e Guaratinga (148,5 mil). O Recbncavo Baiano € um
importante territorio na producédo de bovinos, principalmente com o perfil da agricultura

familiar, em 2016 alcancou o numero de (194,962 mil) bovinos em todo o territorio.

Com base na avaliacdo sorolégica dos animais vacinados com a vacina comercial
testada, indicada pela curva de imunidade humoral, foi possivel verificar se a vacina
induz resposta com titulos adequados para imuniza¢cdo dos animais, por meio do
método de sorologia para quantificacdo de anticorpos neutralizantes para o virus da
raiva em bovinos, vacinados em dose Unica, pela via subcutanea, baseados nos titulos

de anticorpos neutralizantes antirrdbico dos animais por um periodo de 1 ano.

Estudos que vise avaliar a eficacia e seguranca das vacinas comercializadas e a
adocdo de métodos que estimulem as boas praticas de aplicacdo dos imunizantes
fortalece as estratégias de controle dessa enfermidade estabelecidas pelo programa

(PNCRH) bem como os érgéos de Defesa Animal.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desse trabalho foi avaliar a resposta imune humoral e acompanhar os
parametros clinicos de bovinos vacinados com uma vacina comercial antirrabica

inativada.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar os niveis de anticorpos IgG em diferentes momentos apos a
vacinagdo utlizando a técnica de Inibicdo de Focos de Fluorescéncia
Rapida.

e Confirmar a duracdo da imunidade pelo periodo de um ano.

e Auvaliar os parametros clinicos dos animais durante o periodo experimental.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CARACTERISTICA DO AGENTE ETIOLOGICO

O virus da Raiva pertence a familia Rabdoviridae, do género Lyssavirus. (JOHNSON
etal., 2010) é um virus envelopado RNA negativo, com conformacao projétil, que leva
a um quadro de encefalite aguda. O genoma € de aproximadamente 12 kb, e codifica
cinco proteinas: nucleoproteina (proteina N de 57 a 62 kDa), fosfoproteina (proteina
NS ou M1 de 35 a 41 kDa), polimerase (proteina L de 190 kDa), proteina da matriz
(proteina M ou M2 de 22 a 25 kDa), e glicoproteina (proteina G de 65 a 80 kDa), o
didmetro da particula viral varia de 45 a 100 nm (Figura 1) (FAUQUET et al., 2004).
Sua transmissao esta relacionada a individuos susceptiveis por meio de contato com
saliva do animal infectado, pela mordedura ou arranhdes (KING et al., 2012). Os
morcegos Sao 0s principais reservatorios para Lyssavirus, e estes sdo 0s animais que
possuem estreita relacdo com a manutencéo do patégeno no meio ambiente (WANG,;
COWLED, 2015). A raiva possui duas formas epidemiolégicas diferentes, a raiva
urbana, tendo como principais reservatorios, os caes e 0s gatos domésticos, e 0
morcego hematofago como principal reservatério do agente na raiva rural e silvestre
(NUNEZ et al., 2012).

Figura 1 — Imagem ilustrativa de um Lyssavirus com marcadores tipico, mostrando
uma visao generalizada do genoma e antigenos virais.

Envelope da Proteina da Matriz Glicoproteina
membrana

/

Adaptado de Rupprecht et al. (2002).

Ao eo®™
@ pOPooce®
Cwgoroeo®

Ribonucleoproteina
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3.2 EPIDEMIOLOGIA

A raiva € uma doenca infecciosa que apresenta distribuicAo mundial, esta ocorre de
maneira endémica em diversos paises do mundo (TAKAOKA et al., 2003). Na Figura
2 observa-se que o virus da raiva é mantido no ambiente por meio de quatro ciclos:
ciclos urbano, rural, silvestre e aéreo (GOMES et al., 2012). No ciclo rural, este tem
como principal reservatério o morcego hematéfago (Desmodus rotundus) e
caracteriza-se pela transmissédo da raiva aos herbivoros domésticos de interesse
econdmico, que sdo eles: bovinos, equideos, caprinos, ovinos e suinos. Além dos
impactos econbmicos a agropecuaria, este ciclo como também, o ciclo urbano
representa um risco a saude publica, devido a possibilidade de transmissao aos seres

humanos, ao manipular animais infectados (KOTAIT et al., 2009).

No ciclo silvestre, o virus pode utilizar como reservatorios diferentes espécies, as
quais podem variar de acordo a fauna da regiao, no Brasil os hospedeiros naturais
sdo: raposa cinzenta (Dusicyon vetulus), jaritatacas (Conepatus sp.), guaxinins
(Procyon sp.) e saguis (Calithrix sp.) entre outras diversas espécies de morcegos ndo
hematofagos e cachorros do mato (BRANDAO, 2010). Faz parte do ciclo aéreo os
morcegos hematofagos e ndo hematofagos. Os quais podem manter o virus rabico
como reservatorios naturais, transmitindo a doenca de um para outro, sendo estes
hemat6fagos ou nédo, pois todas as espécies sao susceptiveis a raiva (KOTAIT et al.,
2009). Os morcegos, assim como os mamiferos, apos apresentarem os sinais clinicos,
evoluem para a morte (BABBONI; MODOLO, 2011).

Figura 2 — Esquema demostrando os principais ciclos epidemioldgicos da raiva, suas
possiveis inter-relacdes e seus principais vetores.

Ba V.00

Ciclo Urbano

Adaptado do Guia de Vigilancia Epidemiolégica, 2005.
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De acordo a OMS, cerca de 55.000 pessoas morrem da doenca no mundo por ano
(WHO, 2010). No Brasil Anualmente cerca de 400.000 pessoas procuram atendimento
médico ap0s suposta exposicdo aos virus, sendo que deste total 64% recebem
esquema de profilaxia de pds-exposicao. Ainda assim, no pais, 574 casos humanos
ocorreram no periodo 1990 a 2009 (BRASIL, 2011).

Em 2019, no Rio Grande do Sul, foram registrados 617 coletas em animais
possivelmente transmissores do virus da raiva, dos quais foram examinados o
material biolégico de 54 caninos, 55 felinos, 132 bovinos, 22 equinos, 1 suino, 2
bubalinos, 18 primatas, 328 morcegos e 5 outros silvestres (3 gambas e 2 ratdo-do-
banhado). Destes, 59 testaram positivo para a Raiva, distribuidos em 54 bovinos, 01
equino e 04 morcegos, estes resultados demonstram o0 aumento sem precedentes dos
casos de raiva nesta regido. A analises de amostras de morcegos suspeitos como
esta realizada no RS, representa uma ferramenta importante para os 6rgdos de
vigilancia quanto ao conhecimento epidemioldgico da raiva e as variantes circulantes,
sendo no RS as mais predominante de morcegos (variante 3, caracteristica de
morcegos hemato6fagos da espécie Desmodus rotundus e variante 4, caracteristica de

morcegos insetivoros Tadarida brasiliensis) (CEVS/RS, 2020).

Segundo o Ministério da Saude (2011), até as décadas de 80 e 90, o cdo (Canis
familiaris), era o principal agente transmissor da doencga, contudo este cenario mudou
depois das intensas campanhas de vacina¢éo dos caes domésticos, passando entao
o0 status de principal transmissor atualmente para 0s morcegos, e estes passou a ter
maior importancia no ciclo de transmisséo da raiva, devido ao aumento do nimero de
casos humanos gerados por acidentes no pais. A mudanca no perfil epidemiolégico
da doenca pode ser explicada por véarios fatores, como a expanséo das areas urbanas,
o desmatamento, a falta de planejamento da arborizacdo urbana, entre outros fatores

ambientais.

Em 2018, no estado da Bahia, até 4 de dezembro, foram diagnosticados pelo LACEN
- Laboratorio Central de Saude Publica, 26 casos de raiva animal: 13 Bovinos, 2
Equinos, 2 Caprinos, 7 morcegos nao hematofagos e 2 Raposas (Cachorro-do-Mato
- Cerdocyous thous). No mesmo ano na BA foram notificadas 44.739 casos de
agressao por animais, 32.386 esquemas profilaticos pos exposicao foram indicados

para raiva em todo o estado. O esquema mais indicado pelas unidades de saude foi
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observacéo do quadro clinico e vacinagdo, com 22.718 (70,15%) indica¢bes, sendo
gue destes 99,9% das pessoas fizeram uso de imunobiolégico (vacina e/ou vacina +
soro). O ultimo caso de raiva humana transmitida por cdo na Bahia ocorreu em 2004,
no municipio de Salvador. Em 2017, ocorreu outro caso, que evoluiu para 6bito, em
humano, desta vez provocada pela mordedura de morcego (variante 3 Desmodus
rotundum), no municipio de Paramirim (DIVEP/BA, 2019).

Atualmente estdo disponiveis comercialmente uma variedades de vacinais antirrabica,
as quais é bastante utilizadas no Brasil, principalmente nas regides endémicas. Porém
as normas dos fabricantes n&o s&o atendidas na maioria dos casos, a auséncia ou
implantac&o de protocolos incorretos de administracdo indica grande probabilidade da
ocorréncia dos casos mesmo em rebanhos vacinados (LIMA et al., 2005; FILHO et al.,
2010; JOHNSON et al., 2014).

3.3 RESPOSTA IMUNE CELULAR E HUMORAL

O sistema imune (SI) é o responsavel pela defesa do organismo frente a
microrganismos invasores, sendo composto por diversos mecanismos complexos,
que pode ser basicamente dividido em duas principais fases de defesa, o sistema
imune inato (Sll) e o sistema imune adaptativo (SIA). O Sll é o primeiro a ser acionado
frente a invasdo por algum patégeno e na grande maioria das vezes consegue elimina-
los. O SIl ndo possui memoria, portanto toda infeccdo é tratada como Unica,
independentemente da viruléncia do patdgeno ou frequéncia com que ele invade o
organismo, a resposta inata sera sempre na mesma intensidade e duragédo. Quando
a infec¢do nao é eliminada por nenhum dos mecanismos da resposta inata, células e
fluidos acumulados nos tecidos sdo drenados até os nodulos linfaticos locais, onde
entdo se inicia a resposta imune adaptativa. Tendo as células apresentadoras de
antigenos como o elo entre o Sll e o SIA (TIZARD, 2014; GUTIERREZ et al., 2015).

No caso dos microrganismos conseguirem ultrapassar o Sll, o SIA entra em acéo,
este segundo sistema possui respostas altamente especificas frente aos invasores e
possui a capacidade de induzir resposta de memaoria no organismo do individuo. Os

componentes deste sistema tratam-se de células como os mondcitos, fagocitos e as
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Natural killers (NK); e também de fatores soluveis, que s@o o sistema complemento e
algumas citocinas (ZINKERNAGEI, 2003). A associacdo dos componentes do SIA
conseguem reconhecer padrbes moleculares associados a patdégenos (PAMPS) por
meio de receptores de reconhecimento de padrées (RRP), como os receptores Toll-
like (TLRs) (CRUVINEL et al., 2010). Uma vez identificados os PAMPs, é
desencadeada uma série de mecanismos: fagocitose, ativacdo do sistema
complemento, resposta inflamatdria e eliminacao de células danificadas pela acdo do
patdgeno, por meio das células NK (GUTIERREZ et al., 2015).

O virus rabico induz tanto a resposta imune celular e quanto a resposta humoral. Os
anticorpos neutralizantes sao direcionados principalmente a dois grupos de proteinas
antigénicas: a proteina N, especifica para o grupo viral, e a glicoproteina G, especifica
para o tipo viral (WAGNER; ROSE, 1996). A infeccéo pelo virus da raiva resulta em
uma geracdo de células T CD4+ e CD8+ virus-especificos. A proteina G € um dos
antigenos que induzem a resposta de Linfécitos T citotéxicos. Este evento indica uma
resposta imune celular pois se referem aos linfécitos T. Essas células se diferenciam
em dois tipos celulares que possuem funcgdes distintas, os linfocitos T citotéxico ou
CD8+, especialista em identificar e destruir células anormais ou infectadas com
microrganismos intracelulares; e o linfécito T auxiliador ou CD4+, que coopera na
ativacao de linfocitos B e T citotdéxicos (JANEWAY, 2001).

Os linfocitos T reconhecem pequenos peptideos que sdo apresentados pelas células
apresentadoras de antigenos, através de Moléculas do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC). Antigenos enddgenos séo apresentados unidos ao MHC
classe I, e entdo identificados pelos linfocitos T citotoxico. Ja antigenos exdégenos sao
associados ao MHC classe 2, presentes na maioria das células nucleadas, e
identificados pelos linfécitos T auxiliador (GOLDBERG; RIZZO, 2015).

Ao ser apresentado ao antigeno, o linfécito T auxiliador se diferencia em Thl e Th2.
O linfécito Thl favorece a imunidade celular por meio da ativacdo do linfocito T
citotoxico, com incremento de reacfes inflamatérias crbnicas e ativacdo de
macrofagos e neutroéfilos para que fagocitem células com patdgenos intracelulares. O
linfocito T citotdxico, que reconheceu o0 antigeno apresentado pela célula
apresentadora de antigenos, é ativado e se transforma em célula efetora de alta

capacidade citolitica, tendo o auxilio de Th1l. Na sequéncia, o linfocito T citotoxico se
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liga a célula infectada com patégeno intracelular e induz a apoptose por meio da
liberacdo de perforinas e granzimas. O linfécito Th2, por sua vez, favorece a
imunidade humoral. Ele se liga ao linfocito B que reconhece o mesmo antigeno
especifico e estimula a sua diferenciacdo em plasmacito, produzindo assim anticorpos
especificos. Ainda, por meio de secrecdo de interleucinas, o Th2 ativa mastécitos e
eosindfilos (MESQUITA JUNIOR et al., 2010; GUTIERREZ et al., 2015).

A resposta imune humoral é especifica para microrganismos extracelulares, sendo o
linfocito B a principal célula envolvida. Os linfocitos B conseguem identificar antigenos
por meio do Receptor de Antigeno de Linfocito B (RCB). A maioria dos antigenos, ao
se ligarem ao RCB, n&do consegue estimular a diferenciacao dos linfocitos B sozinhos.
Nesse caso, € necessaria a ajuda dos linfocitos T auxiliadores e, por isso, esse tipo
de antigenos € conhecido como “antigenos T-dependentes”. Sem a ajuda dos
linfécitos T auxiliares, a resposta imune gerada é fraca e sem memoria. Os
plasmécitos possuem a funcao de secretar no meio extracelular as imunoglobulinas
(Igs), também conhecidas como anticorpos, que sao glicoproteinas capazes de reagir
de forma especifica com antigenos de agentes invasores do organismo. A IgG é o
anticorpo caracteristico da resposta imune adaptativa secundaria; enquanto a IgM é
produzida nas respostas primarias. Ambos participam da neutralizacao e opsonizacdo
do antigeno e da ativac&o do sistema complemento (MESQUITA JUNIOR etal., 2010).

O virus da raiva ultrapassa o S| do hospedeiro por um longo periodo e apesar de as
proteinas do virus da raiva serem altamente imunogénicas, nenhuma resposta
humoral ou celular pode ser observada durante o estagio de movimentacao viral do
local de entrada até o SNC, provavelmente porque muito pouco antigeno € liberado
para o sistema imune, e ao penetrar nos neurdnios torna-se protegido pela bainha de
mielina da acdo dos anticorpos, das células do sistema imune e dos interferons,
responsaveis pela imunidade inespecifica. Durante sua propagacdo passiva pelos
nervos nao ha producéo de anticorpos que possa bloquear seu trajeto rumo ao SNC,
inibindo assim toda acéo do Sll e do SIA em bloquear a infec¢éo e eliminar o patégeno
(KOTAIT et al., 2009).

A resposta imune celular é o mecanismo mais importante, as células apresentadoras
de antigeno entram em contato com o patdgeno o fagocitam e processam para

apresentacdo as células imunes. Esta apresentacdo € fundamental para a ativacado
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dos linfécitos T, que vao participar da protecao de diferentes maneiras: ativando o SIA,
estimulando as células B para producao de anticorpos; como efetoras de imunidade
na forma de células T citotoxicas; induzindo a sintese de substancias com estimulagéo
de diferentes células; e como células de memoéria. Porém, a estimulacao dos linfocitos
B s6 se d4 ap6s o aparecimento dos sinais clinicos. Portanto, a possibilidade de
neutralizacdo da capacidade infecciosa viral se da apds a invasdo do SNC, neste
momento a doenca adquire uma forma irreversivel (MURPHY et al., 1999; KOTAIT et
al., 2009).

As principais células imunes do SNC sdo as microglias, conhecidas como células
sentinelas, estas células atuam como apresentadoras de antigenos e agem induzindo
a producédo de TNF- a (fator de necrose tumoral) e NO (6xido nitrico) no combate a
infeccdo (RANSOHOFF et al., 2012). As células gliais frente a infecgéo pelo virus da
raiva induzem uma resposta imune viral classica com a expressao de IFN- B
(Interferon beta) e citocinas inflamatorias. A expresséo de citocinas pelas células da
glia promove um ambiente citocinico no SNC e consequentemente a quebra da
barreira hematoencefélica, permitindo assim a entrada de células imunes neste
sistema. Estas células séo atraidas pelos estimulos das citocinas pré-inflamatérias,
sendo este um evento habitual do SNC frente a infecgdo por este agente, porém os
niveis altos destas citocinas podem levar a danos neurais, ao invés de proteger e
combater a infeccdo pelo virus da raiva desempenha um papel danoso (HOOPER,
2005).

Apesar do organismo ndo produzir anticorpos no estagio inicial da infec¢éo, os virus
sao sensiveis a anticorpos exdgenos ou aos previamente produzidos por vacinacao.
A vacinacao e a administracao de soro antirrdbico, ap0s a exposicao do individuo ao
virus, séo eficazes porque o periodo de incubacédo do virus é longo, havendo uma
demora entre a replicacao inicial nas células musculares e a chegada do virus ao
sistema nervoso (MURPHY et al., 1999). As vacinas sdo importantes ferramentas
contra doencgas infeciosas, e principalmente da raiva que é uma doenca infecciosa e
letal, auxiliando na protecdo de animais e na manutencéo da sanidade de rebanhos e
seguranca a saude unica (GERSHWIN, 1998). Sdo reconhecidas ferramentas de
maior sucesso na protecdo da saude publica (ZEPP, 2010). A vacinagao consiste na

imunizacao ativa de um individuo, por meio da inoculacdo de um antigeno extraido de
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um microrganismo patogénico. A intensdo é mimetizar uma infe¢éo natural e promover
a imunidade no individuo ou atenuacdo de sinais clinicos de determinada
enfermidade. Este processo s6 é possivel devido a memadria imunoldgica do sistema
imune adaptativo, o qual € capaz de responder frente a uma segunda exposicao ao
antigeno de forma mais efetiva e rdpida com altos niveis de anticorpos e ativacéo de
células T (TIZARD, 2014).

3.4 RESPOSTA IMUNE INDUZIDA POR VACINA

ApoOs Pasteur, em 1885, realizar o primeiro tratamento pds exposic¢ao utilizando uma
vacina produzida a partir de medula espinhal de coelhos adultos infectados com o
virus da raiva, parcialmente inativado, o foco passou a ser o desenvolvimento de
vacinas cada vez mais seguras. Desde 1911, uma variedade de vacinas veterinarias
contra a raiva, atenuadas e inativadas, tem sido usadas no Brasil, com a instauracéo
do PNCRH pelo MAPA em 1966, as campanha de vacinacdo foram intensificadas
(KOTAIT et al., 1998).

Basicamente existem dois tipos de vacinas, as viva atenuadas e as inativadas. As
Vacinas vivas atenuada séo elaboradas a partir da modificagdo de um microrganismo
patogénico. Basicamente, 0s processos de atenuacdo se baseiam-se na passagem
do microrganismo por repetidas culturas, em diferentes condi¢cdes de temperatura,
selecionando populacdes mutantes menos virulentas. A habilidade de replicacdo é
mantida, porém é eliminada a capacidade de gerar doenca (JOSEFSBERG;
BUCKLAND, 2012). A resposta imune estimulada pela vacina viral viva atenuada é a
mesma desencadeada por uma infecgdo viral natural. O mesmo nao acontece com
virus inativados, uma vez que esses sado reconhecidos como antigenos exégenos e

estimulam apenas resposta de linfécitos Th2 e linfécitos B (BAXTER, 2007).

A vacina contra raiva € do tipo inativada, este tipo de vacina é produzido a partir da
inativacdo do antigeno patogénico em laboratérios, os antigenos das vacinas
inativadas ndo tem capacidade de se replicar no individuo vacinado, devido a isso
este tipo de vacina deve conter uma maior concentracao de antigenos, sendo também
necessario refor¢co vacinal ou aplicacdes periodicas para promover a imunidade. A
resposta induzida pela vacina é feita pela ativagdo de linfécitos Th2, que estimula a

diferenciacao dos linfocitos B em plasmacitos, procedendo uma resposta baseada em
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anticorpos, este processo dura em media de 5 a 14 dias, porém uma segunda
exposicao a ativacdo desses linfécitos de memoaria acontece de forma mais rapida
(GUPTA et al., 1993; MESQUITA JUNIOR et al., 2010; CHRISTENSEN, 2016).

O perfil de resposta das vacinas inativadas € predominantemente humoral e para que
estabeleca a imunidade efetiva no individuo vacinado sdo necessarios altos titulos de
anticorpos, e para obter essas concentragcdes de anticorpos circulante se faz
necessario a administracdo da vacina periodicamente. Quando comparadas as
vacinas vivas atenuadas, as inativadas podem até ser consideradas inferiores, devido
a necessidade de revacinagdo anualmente, porém sdo mais seguras, pois ndo ha
risco de reversao da viruléncia mesmo em individuos com baixa imunidade e sem
riscos biolégicos para os profissionais técnicos vacinadores (ZEPP, 2010; PASQUALE
et al.,, 2015). Vacinas sao importantes ferramentas contra doencas infeciosas,
auxiliando na protecdo de animais, na manutencdo da sanidade de rebanhos e

importante ferramenta na protecéo da saude publica (GERSHWIN, 2018).

3.5 PATOGENIA

A principal forma de transmisséo do virus ocorre quando a saliva do animal infectado
penetra na pele ou mucosas por mordedura, arranhadura ou lambedura, transmisséo
aérea também € possivel, por meio de aerossois (JOHNSON et al., 2006). Ao penetrar
no organismo do individuo susceptivel, os virus se replicam nas células musculares,
préoximas ao local da inoculacéo. Apds a primeira replicacéo os virus alcangam o SNC,
a velocidade de deslocamento dos virus pelas células nervosas é em torno de 2,5 a
10,0 centimetros/dia. O periodo de incubacdo esta diretamente relacionado com a
carga viral e com a proximidade do local de inoculagéo do SNC (KOTAIT; CARRIERI,
2004).

Quando os virus penetram nos neurdnios, estes se tornam protegidos, pela bainha de
mielina, da resposta imunolégica humoral do individuo susceptivel. A estimulacdo dos
linfécitos B para a producdo de anticorpos, na infecgdo natural, s6 se da apés o

aparecimento dos sinais clinicos, que so vai ocorrer, apds a invasdo do SNC, quando
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a doenca ja alcancou sua forma irreversivel (TAKAOKA et al.,, 2003; KOTAIT;
CARRIERI, 2004).

No SNC, os virus podem distribuir-se de forma uniforme, porém possuem maior
tropismo por algumas regides, como hipocampo, cerebelo, principalmente nos
bovinos, e a coluna vertebral na espécie equina. Apdés nova replicagdo, por via
neurogénica e de forma centrifuga, disseminam-se por todo o0 organismo,
principalmente glandulas salivares. Nestas, a sialorreia € o principal mecanismo de
disseminacao e perpetuacdo do virus na natureza, do inicio dos sinais clinicos ao

Obito decorrem poucos dias evoluindo de forma rapida (SCHEFFER et al., 2007).

O periodo de incubacao da raiva pode ter variagdes por diversos aspectos, como ja
citados anteriormente, bem como este periodo também pode variar entre as espécies,
nos cées e gatos domeésticos o periodo médio de incubacéao (PMI) é de 15 dias a 2
meses, nos herbivoros domésticos (bovinos, equinos, caprinos e ovinos) PMI pode
chegar a 1 més a 3 meses, com variacéo de tempo de 25 a 150 dias; para os animais
silvestres o PMI ainda € indeterminado (ACHA; SZYFRES, 1986). Um fato importante
no curso natural da doenca é o seu periodo de transmissibilidade, caracterizado pelo
periodo em que h& eliminacdo dos virus antes mesmo do aparecimento dos sinais
clinicos. Nos cées e gatos este periodo foi muito estudado, sendo em geral de dois a
guatro dias enquanto para as demais espécies suscetiveis ainda ndo estéo elucidados
o periodo de transmissibilidade (TAKAOKA et al., 2003).

As etapas da interacdo do virus da raiva na célula hospedeira sdo: Adesdo,
penetracdo, transcricdo, translacdo, processamento, replicacdo, montagem e
brotamento, no qual se tornam completos e estdo prontos para infectar as células
adjacentes (RUPPRECHT et al., 2002). A proteina G viral é responséavel pelo
processo de ligacao, levando a fusdo e internalizacdo com a célula do hospedeiro.
Apbs o processo de adesdo a célula do hospedeiro o virus penetra na célula por
endocitose, passando por um processo de englobamento da membrana celular, que
€ caracterizado pela formacao de vesiculas. Lisossomos fundem-se as vesiculas
contendo o virus, liberando ribonucleoprotéico (RNP) viral no citoplasma celular
iniciando entdo o processo de replicagdo. Uma vez no interior da célula, iniciado o

processo de transcricdo do genoma viral, € necessario que ocorra a replicacdo do
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genoma viral para formar os novos virus, isso se da somente apos a traducdo dos
MRNAs (COLL, 1995; TORDO, 1996; THOULOUZE et al., 1998;).

O genoma é traduzido nas proteinas N (Nucleoproteina), P (Fosfoproteina), M
(Proteina da matriz), G (Glicoproteina) e L (Polimerase), a proteina N no interior do
citoplasma regula o evento de passagem do processo de transcrigdo para replicacao,
0 primeiro passo na replicacdo € a sintese de coOpias de todo o genoma viral, estas
copias servirdo de molde para a sintese de novos genomas que irdo fazer parte dos
novos virus a serem formados. No processo de montagem, um complexo formado
pelas proteinas N, P e L promove a encapsidagdo dos novos genomas. A proteina M
envolve a RNP; esse complexo vai para uma area da membrana plasmatica e a M
inicia 0 enovelamento da particula, a seguir, as particulas ligam-se a membrana
celular, que dara origem ao envelope no qual foram inseridas moléculas da
glicoproteina G; tendo inicio o brotamento, que ira liberar novos virus (SUGAMATA et
al., 1992; WHO, 2004) (Figura 3).

Figura 3 — Fluxo conceitual de recepcéo, entrada, transcricao, traducéo, replicacéo e
saida de Lyssavirus de uma célula hospedeira generalizada.
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3.6 SINAIS CLINICOS

Ha trés tipos de raiva nos animais domésticos, sendo elas: furiosa, paralitica e a muda
ou atipica, o quadro clinico da doenca ainda pode ser subdividido em cinco fases:
incubac&o, prodrémica, neurolégica aguda, coma e morte (CORREA; CORREA, 1992;
HANKINS; ROSEKRANS, 2004). E importante ressaltar que os sinais clinicos
aparecem somente apos a invasédo do SNC, apds esse quadro a morte ocorre, e esta
€ inevitavel. Além de que antes de apresentar os sinais clinicos, o animal pode estar
eliminando virus pela saliva, sendo importante esta atento a contatos e agressoes
ocorridas também durante este periodo, pois pode levar a transmissado da doenca
(DOGNANI, 2014).

A raiva pode apresentar varios sinais clinicos, o que a torna dificil o diagndstico
diferencial. Dentre os sinais clinicos incluem-se alteragbes de comportamento,
depressao, agressédo, dilatagcdo da pupila, fotofobia, hidrofobia, descoordenacéo
muscular, salivacdo excessiva, dificuldade em engolir devido a paralisia da mandibula,
paralisia dos masculos cranianos. Os sinais clinicos da raiva sao similares na maioria

das espécies, sem grandes variacdes entre os individuos (DUARTE; DRAGO, 2005).

Quadro 1 — Curso da doencga em algumas espécies animais.

Espécie Forma Periodo Sinais clinicos

Tristeza, reflexos lentos, isola-se evitando luz

Melancolico | . .
intensa e ruidos.

Inquietagdo intensa, acessos de furia,
Excitacdo | apresenta-se violento e agressivo, podendo se
automutilar, ha a paralisia da maxila.

Furiosa Espasmos dolorosos dos musculos da faringe
quando bebem (hidrofobia), progresso
degenerativo de medula terminando em
paraplegia. A morte pode ocorrer por falha
respiratéria ou cardiaca e mais comumente
ocorre 0 coma.

) Depressao
Canina P

Ficam em depressdo, tendendo a ficar
isolados, h& hidrofobia, paralisias surgem
prematuramente, assim como a morte.

M u d a' 0 u *kkkkkkkkkkk
Paralitica

Ocorrem grandes modificacdes dos periodos
Atipica | **xkkkxkk | cgracteristicos da doenca, como paralisias
limitadas, ou de uma morte sem paralisia.

Idem rrxexsrerrrxx | A EVOIUCAO € muito semelhante a do cdo, mas

Felina : . . 3 ; ,
canina na fase furiosa, o animal &€ muito mais
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agressivo do que o cao e tem maior tendéncia
para esconder-se em locais isolados.

Manifesta-se por inquietacdo, excitacao e forte
prurido no local da mordedura. Tem atitude
agressiva e forte tendéncia para morder, o que

Eq u | na *kkkkkkkkk *kkkkkkkkkkkk R . - -
os leva a automutilagéo. No termo da evolugéo
da doenca o animal apresenta paralisia
progressiva, dificuldade em engolir e febre.
N&o ha excitagdo, mas ha manifestacdes

RUMInantes proprias de cada espécie. Ndo tendem a

Paralitica | ******xxxkkxx | morder. Ocorre elevada salivacdo, sufocacéo,
auséncia de ruminacdo e paralisia dos
membros posteriores.

e suinos

Principal caracteristica € a perda de medo de
Selvagens | *r¥xrkkikk | dkkokkkikkx | seres humanos podendo  apresentar-se
anormalmente doceis.

Adaptado de Duarte; Drago (2005).

3.7 DIAGNOSTICO

A avaliacdo clinica é importante no diagnostico da doenca, faz-se necessario o
conjunto de todas as informacdes, para o direcionamento de uma técnica diagndstica
mais indicada e para andlises epidemioldgicas da doenca, com a realizacdo de
anamnese, avaliacdo dos sinais clinicos, obtencdo de informacdes sobre possiveis
exposicdes, bem como os fatores de risco e a situacdo epidemioldgica de regido
(CORREA; CORREA, 1992). O diagnoéstico laboratorial € fundamental para
confirmacgédo da raiva em casos suspeitos, bem como para diagnostico diferencial para
outras doencas que cursam com quadro neuroldgicos e encefalites, tornando-se
importante para identificacéo do virus no ambiente e controle desta doenca letal, tanto

para 0s animais quanto para os seres humanos (KOTAIT et al., 2009).

O diagnostico laboratorial pode ser realizado ante-mortem ou pos-mortem. Devido ao
fato de ndo haver sinais clinicos ou lesGes pds-mortem que podem ser consideradas
patogndémicas da raiva, o diagndstico definitivo e confiavel € o diagndstico laboratorial
(LIMA; GAGLIARI, 2014). O SNC (cérebro, cerebelo e medula) deve ser encaminhado
para o laboratério, conservado preferencialmente em refrigeracdo em até 24 horas ou
congelado apods este prazo. Na falta de condigcbes adequadas de refrigeragéo,
conservar em solucéo salina com glicerina a 50%, em recipientes de paredes rigidas,
hermeticamente fechados (BRASIL, 2014).
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As principais técnicas utilizadas no diagnéstico pos-mortem da raiva, sdo: A técnica
histolégica pela coloracdo de Sellers, a imunofluorescéncia direta (IFD), isolamento
do virus rdbico em camundongos e o isolamento do virus rabico em cultivo celular
(CHAVES, 2010; MORAIS et al., 2011; LIMA e GAGLIARI, 2014).

Para o diagnostico ante-mortem, este pode ser realizado pela detecgéo de antigeno,
pelo RNA viral ou pela deteccdo de anticorpos, utilizando as técnicas de IFD,
isolamento viral em camundongos ou em culturas celulares, a Transcriptase Reversa
seguida da Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) e a Soroneutralizacéo (SN),
porém o resultado negativo ndo exclui a presenca da doenca no individuo avaliado
(KOTAIT et al., 2009).

A avaliacdo de titulos de anticorpos a base de testes in vitro utilizando células BHK-
21 (Baby Hamster Kidney) para a infec¢éo viral, foram desenvolvidos, como o teste
Réapido de Inibicdo de Focos Fluorescentes (RFFIT), (SMITH, YAGER e BAER, 1973),
em 1979 Zalan, Wilson e Pukitis a modificou, chamando de Microteste de Inibicdo de
Fluorescéncia (FIMT), possibilitando o processamento de um grande numero de
soros. Baseado nestes dados, o Instituto Pasteur, no Estado de S&o Paulo, referéncia
nacional no diagnostico da raiva e nas técnicas com base a soroneutralizacéo,
desenvolveu um teste Simplificado de Inibicdo de Focos Fluorescentes (SFIMT) que
vem sendo utilizado na avaliacao soroldgica para raiva, o qual realiza-se testes in vitro
gue avaliam o titulo de anticorpos neutralizantes utilizando células BHK-21 (Baby
Hamster Kidney) (FAVORETTO et al., 1993).

Resumidamente o principio da técnica SFIMT & baseado inicialmente na inativagédo
do soro, em microplacas de 96 pocos adiciona 100 pL de Meio Essencial Minimo de
Eagle, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 50 uL de suspenséo de células
BHK-21 e 50 yL de suspensao de virus da raiva, cepa PV diluidos previamente 1:60.
Para controle negativo, utiliza-se células BHK-21 ndo infectadas. Passam por 24 horas
de incubagéo a 37°C e 5% de COz2, o sobrenadante das placas devem ser aspirado.
As placas sdo colocadas em banho de gelo e as células fixadas com acetona a 80%,
gelada, por 15 minutos. Os conjugados devem ser diluidos de 1:5 a 1:640 em tampé&o
PBS, pH 7,4, com corante azul de Evans, e transferidos 40 pL/poco de cada diluigao
em 8 pocos das microplacas com células infectadas com a cepa PV e em 8 pocos

com células nédo infectadas. Os titulos dos conjugados sdo determinados pela leitura
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em microscopio invertido de fluorescéncia, filtro ultravioleta, com aumento de 100x.
Sao considerado o titulo a maior diluicdo que apresente o maxima fluorescéncia
especifica. No controle negativo ndo se observa quaisquer tracos de fluorescéncia.
(BRASIL, 2008).

Este € o teste sorologico, mais sensivel e especifico para avaliacdo do status
sorologico de individuos submetidos a vacinagéo por meio de deteccao de anticorpos
antirrdbicos. A técnica € baseada na mistura de uma quantidade conhecida de virus
em diluicdes do soro a ser testado, a qual na presenca de anticorpos especificos no
soro, 0 virus é neutralizado. A neutralizagdo viral ocorre quando h& perda da
capacidade infectante da particula viral pela reacdo com um anticorpo especifico. Para
os individuos vacinados, os titulos que apresentar valores 20,5 Ul/mL sao
considerados niveis satisfatério para protecdo e insatisfatoria, os titulos com
resultados <0,5 Ul/mL (OIE, 2005).

Estudos voltados para epidemiologia da raiva associados com a biologia molecular
demostrou resultados positivos, devido a aplicacdo de anticorpos monoclonais que
possibilita a identificacdo das caracteristicas dos padrdes antigénicos das diferentes
cepas rabicas. A investigacdo de surtos epidémicos e reconhecimento das cepas
endémicas promove a descoberta de fontes de infeccao de casos isolados em areas
de controle e a diferenciacéo dos sorotipos do virus. Sendo a técnica PCR um método
alternativo eficiente para estudos diagnosticos e epidemiolégicos do virus da raiva,
permitindo identificar as diferencas entre as cepas (GERMANO, 1994; KIMURA,
2006). Casos de raiva em herbivoros domeésticos devem ser notificados
imediatamente as autoridades dos O6rgdo de defesa agropecuaria para o
desencadeamento das acdes de controle como indicacao de vacinagéo nos rebanhos,

captura e combate aos morcegos hematofagos e educacao sanitaria (BRASIL, 2005).

3.8 PROFILAXIA E PREVENCAO

N&o ha tratamento para a raiva. A profilaxia deve ser realizada por meio de programas
de erradicacdo e controle da raiva urbana; controle da raiva silvestre; medidas de

transporte internacional de animais e procedimentos de vacinacao prévia e de pré e
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pés-exposicdo em humanos, bem como informagbes a populacdo sobre a
transmissao, conscientizando para que apoie as medidas estabelecidas pelos 6rgao
de defesa. Além do cuidado especial no manuseio de animais silvestres,
principalmente os morcego e obviamente procurar os servigos de salude em caso de

acidente com esses animais (BRASIL, 2009).

Por ser uma doenca sem tratamento, a profilaxia, por meio da vacinacao, &€ a maneira
mais adequada de prevencdo (ACHA; SZYFRES, 1986). O Capitulo Il Artigo 8° do
PNCRH destaca que nas areas de ocorréncia de raiva, a vacinacao sera adotada
sistematicamente, em bovideos e equideos com idade igual ou superior a 3 meses,
sob a supervisdo do Médico Veterinario. O controle das populacbes de morcegos
hematéfagos sdo baseados na estratégia de aplicacdo de uma pasta contendo uma
substancia anticoagulante, a qual € aplicada topicamente em morcegos capturados e
posteriormente liberados para retornar a sua colénia. Como 0s morcegos tém o habito
de limparem-se mutuamente, principalmente as fémeas, o anticoagulante aplicado

deverd levar a eliminacdo de varios individuos na colonia (BATISTA et al., 2007).

Solugbes efetivo para controle da raiva dos herbivoros, requer a agdo coletiva de
diferentes organizacéo e representacdes sociais da comunidade. Com utilizacdo de
acOes educativas dos profissionais envolvidos com o programa e dos profissionais
Médicos Veterinarios atuante, para incentivar a mudanca de comportamento do
pecuarista, para que passe a comunicar ao Servico de Defesa Sanitaria Animal mais
préximo da sua propriedade sobre a suspeita de raiva ou sobre a espoliacéo produzida
por morcegos hematéfagos; vacinar o rebanho, quando necessario; aplicar substancia
vampiricida ao redor das lesdes recentes nos herbivoros, provocadas por morcegos
hematofagos; comunicar a morte dos animais aos médicos veterinarios dos servi¢cos
oficiais, sdo atitudes fundamentais que faz a diferenca no controle da enfermidade
(BRASIL, 2009).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto foi aprovado pela CEUA - UFRB, sob registro de N°.
23007.00016332/2019-69 em 29/08/2019.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Figura 4 — Fluxograma: Grupo, numero de animais, dose, via de administracéo,

formulag&o, exame clinico e sorologia.

Setor Zootécnico da Fazenda

Outubro de 2019 a Experimental da Universidade
Novembro de 2020 Federal do Recéncavo da Bahia,
I Campus Cruz das Almas — BA

D-21 | Peso: 73 e 256kg
I Mantidos em seu local de origem
| 2 3 Meses de ldade ‘ Alim :
. . entados de acordo com a rofina e
Triagem MeF 1:1 disponibilidade de alimento da FAZ. EX.
| \—|—‘ UFRB, em regime semiextensivo, com
\dentificagéo Mesticos pastagens variadas de Tanzania e Braquiaria.
! Avaliagao 1
clinica Selecéo Boas condigbes de saude n
Eoros < % 10 Bovinos ’ AcN < 0,50 Ul/mL F -
Sorologia
Avaliagdo
clinica
1

h VACINAGAO
[ D+360 ]d-[ D+270 "[ D+180 ]{ D+90 ] t{ D+21 ]‘ 2mL/animal q Sorologia
“ Via subcutanea
! |
Avaliagdo Avaliagao | ! Suspenséo de virus rabico
clinica inativada pela etilenimina

Sorologia vacina comercial p |  binaria, cepa Pasteur de virus
antirrabica inativada. fixo, produzida em cultivo celular
Sorologia Sorologia e adsorgéo pelo hidréxido de
aluminio gel.

| Apresentagéo 50 mL |

4.2.1 Local

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental da Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia, Campus Cruz das Almas - BA, de outubro de 2019 a novembro

de 2020, a cidade esta localizada no territorio de identidade Recdncavo. Posi¢cbes
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geogréficas: Latitude: 12° 39' 11" Sul, Longitude: 39° 7' 19" Oeste. Possui uma
populacdo de 63.591 habitantes, com éarea total de 139,117 km? (IBGE, 2020).
Apresenta um clima tropical quente e umido com temperaturas em torno de 25°C. As
chuvas sdo mais frequentes nos periodos de outono e inverno, registrando uma

pluviosidade média de 2 mil milimetros anuais (SEI - BA, 2010).

4.2.2 Animais

Os animais utilizados neste estudo sdo de propriedade da Fazenda Experimental do
Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas da UFRB. Foram utilizados 10
bovinos (Bos taurus) mesticos, sendo cinco machos e cinco fémeas, com idade = 3
meses, com peso entre 73 e 256 kg, em boas condi¢des de saude, sem indicativo de
doenca e sorologia negativa para a raiva (anticorpos vacinais <0,5 Ul/mL) (realizada
no dia D-21). Em seguida, os 10 animais foram vacinados. Apés o término do estudo
todos os animais permaneceram nas instalacdes da Universidade, de volta a rotina
habitual.

4.2.3 Manejo dos animais durante a fase experimental

Os animais foram identificados através de brinco com numeragédo e permaneceram
nos seus locais de origem para ndo alterar o0 manejo e ndo causar nenhuma
interferéncia nos resultados da pesquisa. Foram alimentados de acordo com a rotina
e disponibilidade de alimento da Fazenda Experimental da UFRB, onde foram
mantidos em pastos e ofertada 4gua ad libitum e racdo concentrada formulada. O
periodo experimental foi compreendido do dia D-21 ao D+360. Os bovinos foram
mantidos em pastoreio de regime semiextensivo, com pastagens variadas de
Tanzania (Megathyrsus maximus), Massai (Panicum maximum) ou Braquiaria
(Urochloa brizantha), compreendendo uma area de 150,0 hectares. Durante 0 manejo
do estudo, os animais estavam soltos para pastejo e foram recolhidos para o curral de
alvenaria e madeira, com area de 60mz2 (30 m x 30 m) para realizacGes das avaliacbes
objetivadas no estudo (Figura 5). Durante todo o periodo experimental, os animais

passaram por acompanhamento quanto ao bem-estar animal, conforme preconiza o
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Guia Brasileiro de Producé&o, manutencao ou utilizacdo de animais em atividades de

ensino ou pesquisa cientifica (CONCEA, 2016a, b).

Figura 5 — Instala¢Bes experimentais dos bovinos no setor zootécnico da Fazenda
Experimental da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, campus
Cruz das Almas - Ba.

Quadro 2 - Identificacdo dos bovinos selecionados nas analises experimental.

Identificacdo |Animal |Sexo| ldade | Peso | Identificacdo | Animal |Sexo | Idade | Peso
(Kg) (Kg)
294 1 F ladm 256 319 6 M m 73
308 2 F lalm 165 337 7 M m 125
295 3 F la4m 242 325 8 M 8m 224
311 4 F la 5m 233 327 9 M 4m 146
332 5 F 6m 135 324 10 M 4m 145

M — Macho; F — Fémea; a— Ano; m — Meses




36

4.2.4 Vacina

Foi utilizada uma vacina contra a raiva indicada para herbivoros denominada Vacina
Antirrdbica Inativada LABOVET?, produzida pelo LABOVET Produtos Veterinarios
LTDA, BA, Brasil, sendo formada de suspensdo de virus rabico inativada pela
Etilenimina Binaria (BEI), cepa Pasteur de virus fixo (PV), produzida em cultivo celular
e adsorcao pelo hidréxido de aluminio gel. A partida utilizada foi a de n° 011/19,
apresentacdo em 50 mL e data de fabricagdo em Julho de 2019. Via de administragao:
Subcutanea (Bovino, Caprino, Ovino) e intramuscular (Equino); Conservar em

temperatura de 2°C a 8°C/n&o congelar (Figura 6).

Figura 6 — Administracdo da vacina comercial antirrdbica inativada testada, por via
subcutanea em bovinos.

4.2.5 Avaliacéo clinica pré e pds-vacinacao

Foi realizado exame fisico individual (temperatura retal, frequéncia respiratoria e
cardiaca, avaliacdo do sistema linfatico, nervoso, dentre outros) em todos 0s animais
antes de cada colheita de sangue, ou seja, nos dias D-21, DO, D+21 e D+360 (Figura
7). Os exames clinicos avaliaram os seguintes parametros: frequéncia cardiaca (bpm),

realizada através de ausculta com estetoscépio, no tempo de um minuto; frequéncia

1 Vacina Antirrdbica Inativada LABOVET. LABOVET Produtos Veterinarios Ltda. Av. Banco do
Nordeste, 455 Centro Industrial Subaé. Feira de Santana - Bahia. CEP: 44010665. Telefone: (75) 3612-
4700. www.labovet.com.br.
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respiratoria (mpm), realizada a partir da contagem do numero de movimentos
toracicos e abdominais realizados pelo animal, no tempo de um minuto; temperatura
retal (°C), aferida através de termbémetro digital; motilidade ruminal, realizada através
da ausculta por 2 minutos e verificacdo de sintomas compativeis com intolerancia ou
intoxicacao sistémica (FEITOSA, 2014). A alteracéo deveria ser investigada conforme
sistema alterado (digestério, cardiocirculatdrio, respiratério, genito-urinario, nervoso,

locomotor e tegumentar).

Figura 7 — Realizacdo do exame clinico nos bovinos.

4.2.6 Exames soroldgicos

As amostras de soro obtidas foram mantidas em congelamento a -20°C até as andlises
(Figura 8). A dosagem sérica de anticorpos neutralizantes para a raiva foi realizada

pelo Microteste Simplificado de InibicAo de Fluorescéncia (SFIMT). As provas
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soroldgicas para deteccdo de anticorpos no soro dos animais que receberam uma
dose da vacina comercial antirrabica inativada foram realizadas pelo Laboratério de
Diagnéstico do Instituto Pasteur, (Sdo Paulo-SP). Foi considerado titulo protetor os
animais que obtiveram anticorpos antirrabicos neutralizantes = 0,5 Ul/mL conforme
recomendacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2018) e a Organizacao
Mundial da Saude Animal (OIE, 2008). Para a quantificacdo das ocorréncias do titulo
protetor foi considerado as distribuicbes de frequéncias das respostas e as
porcentagens de variacdo entre os periodos de colheitas soroldgicas em relacédo ao

momento inicial.

Figura 8 — Colheita de sangue em bovinos para realizacdo da analise sorolégica.

-

-
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4.3 ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento experimental foi longitudinal composto por um grupo experimental,
avaliado em sete momentos (D-21, DO, D+21, D+90, D+180, D+270 e D+360) em um
periodo, com dez repeticbes e um animal considerado como unidade experimental. O
procedimento estatistico inferencial utilizado foi o teste de Goodman para contrastes
entre e dentro de populacées multinomiais (GOODMAN, 1964), e como procedimento
descritivo distribuicdo de frequéncias e tabelas, ao nivel de significAncia de 5%. Os
parametros relativos as avaliagbes soroldgicas foram definidos pelas analises
soroldgicas. A eficdcia do produto foi determinada com base no titulo protetor dos

animais que obtiverem anticorpos antirrabicos neutralizantes 20,5 Ul/mL (OMS, 1992).

A curva soroldgica determinou o periodo de imunidade preconizado pela vacina. Os
dados das funcdes fisiologicas foram analisados por estatistica descritiva,
computando-se os intervalos delimitados por média + desvio padrdo, e andlise
estatistica com auxilio do programa Graphpad Prism 5.00.288, nos momentos D-21,
DO, D+21 e D+360. A primeira etapa do célculo estatistico consistiu em verificar se a
distribuicdo dos dados seguia uma distribuicdo Gaussiana (normal ou paramétrica) ou
ndo Gaussiana (ndo normal ou ndo paramétrica). Para tal, o teste de normalidade de
D’Agostino e Pearson omnibus normality test. foi aplicado, com nivel de significancia
definido em 5% (p<0,05). Foi realizada a analise estatistica nos diferentes tempos de
avaliacdo utilizando ANOVA com pés teste de Dunnett para dados paramétricos e,
para dados ndo paramétricos utilizou o teste Kruskal-Wallis com pés teste de Dunns.
A diferenca foi considerada significativa quando o valor de p foi menor do que 5%
(p<0,05). Para os parametros relativos as avaliacdes sorologicas, foi realizada
estatistica descritiva em todos os momentos do estudo D-21, DO, D+21, D+90, D+180,
D+270, D+360.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PARAMETROS CLINICOS AVALIADOS

As andlises observacionais por meio dos exames fisicos realizados indicaram que 0s
animais mostraram comportamento, saude e atitude condizentes com a espécie,
categoria e condi¢cdes de manejo estabelecidas para este estudo. Adicionalmente,
nenhum evento adverso foi observado. Os exames clinicos realizados nos 10 animais
individualmente ndo apresentaram alteragbes significantes em relagdo ao uso da
vacina ou em decorréncia de quaisquer outra patologia, baseado nos parametros
fisiol6gicos avaliados como: frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria, temperatura
retal (°C) e motilidade ruminal, os principais achados do exame fisicos podem ser

observados na tabela 1.

Tabela 1 — Médias * desvios padréo dos parametros fisiologicos dos bovinos antes e
apos a aplicacao da vacina.

AVALIACAO CLINICA

Tempo Frequéncia Frequéncia Temperatura Motilidade
(dia) cardiaca (bpm) respiratoria (mpm) retal (°C) ruminal (m/2min)
D-21 77,42+11,0 34,92+£6,5 39,62+0,4 2,002+0,8
DO 76,22 +12,8 24,4° + 3,6 37,3"+ 3,1 1,2°+0,4
D+21 90,22 + 15,9 33,62+9,4 39,22+ 0,6 1,92+0,7

D+360 65,02 £ 6,2 21,4°+ 2,7 39,02+ 0,5 1,72+ 0,5

Valor de

N 60 — 100 10-30 38,5a395 2-4
referéncia

bpm: batimentos por minuto; mpm: movimentos por minuto, m/2min: motilidade em dois
minutos. *Aplicacéo do teste ANOVA. Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna
diferem pelo teste ANOVA ao nivel de 5% de probabilidade **FEITOSA, 2014.

Na (Tabela 1), a andlise estatistica da frequéncia cardiaca demonstrou que nao houve
diferenca entre as meédias para os dias avaliados, 0 que demonstra que os valores
obtidos antes e apds a administracdo da vacina foram semelhantes. Para o parametro
frequéncia respiratdria, a andlise estatistica demonstrou diferenca entre os tempos,
os valores obtidos nos dias DO e D+360 foram diferentes dos obtidos nos tempos D-
21 e D+21. Como os valores do DO foram obtidos antes da administracdo da vacina,
a diferenca observada ndo tem relacdo com sua administracdo. Além disso, a

frequéncia respiratéria esta sujeita a alteracdes pela resposta aos exercicios fisicos,
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medo, excitacdo, estado fisiol6gico e fatores ambientais como temperatura e umidade
do ar (FERREIRA, 2006).

Quanto a temperatura, a andlise estatistica demonstrou que apenas os resultados do
DO foram diferentes dos obtidos nos outros dias avaliados. A alteracdo observada
também néo indica alteracdo causada pela vacina, j& que os dados foram obtidos
antes da administracdo. Segundo Ferreira (2006), a temperatura da superficie
corporal é dependente das condi¢des climéticas do ambiente, sendo influenciada pela
temperatura ambiental, umidade relativa do ar, velocidade do ar e pelas condi¢cdes
fisiologicas como vascularizacdo e sudacdo. Em relacdo ao pardmetro motilidade
ruminal, também foi observado diferenca entre os resultados apenas do DO, antes da
aplicacdo da vacina, o que indica que a diferenga observada ndo pode ser relacionada
a sua administracdo. A frequéncia respiratoria aumentada por um periodo pode ser
induzida por um método fisiolégico compensatério de perda de calor, caso esse
mecanismo seja exigido por um periodo prolongado, pode interferir na ingestao de
alimentos e na ruminacdo, proporcionando alteracbes no grau e no numero de
motilidade ruminal (ROSSAROLLA, 2007).

Os parametros observados no ponto DO pode estar relacionado ao manejo, visto que
todos os parametros nesse dia estdo mais baixos dos valores de referéncias
estabelecidos no experimento, como ja citado anteriormente, essa variacdo pode
estar relacionada a fatores ambientais e ndo necessariamente a indicativo de doenca.
Esse tipo de estudo realizado a campo, esta sujeito a interferéncias de algumas
varidveis como: clima, manejo e mudanca da rotina dos individuos. Para realizacao
dos exames fisicos dos animais no ponto DO, esses animais encontravam-se
estabulados a mais de 12 horas de jejum soélidos e a avaliagao clinica foi realizada no

turno matutino, periodo no qual a temperatura ambiental € mais baixa.

Como j& descrito por Feitosa, (2014) o jejum prolongado pode alterar os movimentos
ruminais, quanto ao nimero de movimentos e ao grau de intensidade, um outro fator
gue pode explicar a temperatura abaixo dos parametros é que no DO os animais
encontravam-se previamente estabulados e em repouso, ndo passando por exercicio
fisico intenso gerados pelo deslocamento antes de serem avaliados clinicamente e
essa situacao de repouso e horarios com temperaturas mais amenas pode explicar

esses valores obtidos neste ponto.
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A média dos valores obtidos na avaliacdo da FR em D-21 e D+21, pode estar sujeita
a alteracBes devido a fatores climaticos e a0 manejo aos quais 0s animais foram
submetidos para a realizacdo dos exames, como, o deslocamento, repercutindo em
um intenso esforgo fisico, as avaliagdes clinicas foram conduzidas no inicio da tarde
guando ocorre da temperatura ambiental ser mais alta, podendo resultar em variacoes
nos parametros de FR desses animais, ja que todos na observacdo geral

apresentavam-se saudaveis e livre de lesdo aparentes.

Vale ressaltar que o manejo desses animais que sao dotados de um temperamento
mais agressivo, que nao sao manipulados rotineiramente, impostos entao ao processo
de deslocamento, estabulacao, contencao, manipulacéo, realizacdo de exame clinico,
coleta de amostra de sangue e vacinagéo, sdo eventos que gera uma mudanca na
rotina a qual estes animais estdo adaptados e os mesmos podem ficar mais
estressados, bem como se privar da ingestdo de agua e alimento durante todo o
processo de avaliacdo e colheita de amostra, interferindo nos parametros fisicos

avaliados.

A avaliacao dos parametros clinicos associados a administra¢do da vacina comercial
testada, na populacdo de bovinos que fizeram parte do experimento e dentro das
condi¢Bes as quais estes individuos foram submetidos, corroboram com informacdes
para os 6rgdo de defesa animal, indicando que as variacdes observadas nao
interferem na acuracia dos resultados encontrados neste estudo, gerando elementos

para o planejamento e critérios estratégicos no controle desta enfermidade.

5.2 AVALIACAO DA SOROLOGIA

A fim de facilitar a interpretacdo dos resultados, estes foram plotados em forma de
tabelas e gréaficos contendo os resultados soroldgicos individuais dos 10 bovinos nos
momentos D-21, DO, D+21, D+90, D+180, D+270 e D+360. Os animais que
apresentaram titulo = 0,5 Ul/mL foram considerados com niveis de anticorpos

adequados contra o virus da raiva.
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Tabela 2 — Titulacdo de anticorpos neutralizantes do virus da raiva em bovinos nos
tempos avaliados

Resultado (Ul/mL) *

D-21 DO D+21 D+90 D+180 D+270 D+360
Animal 1 <0,08 <0,08 8533 64,00 64,00 32,00 64,00
Animal 2 <0,08 <0,08 32,00 10,67 5,33 4,00 4,00
Animal 3 <0,08 <0,08 42,67 64,00 21,33 16,00 8,00
Animal 4 <0,08 <0,08 5,33 4,00 8,00 4,00 4,00
Animal 5 0,25 <0,08 32,00 32,00 32,00 32,00 16,00
Animal 6 <0,08 0,13 4,00 8,00 1,33 2,00 1,33
Animal 7 0,25 0,25 8,00 8,00 2,67 4,00 4,00
Animal 8 0,12 0,08 4,00 0,50 0,67 0,50 0,50
Animal 9 <0,08 <0,08 5,33 1,00 32,00 4,00 2,00
Animal 10 0,13 0,25 8,00 16,00 2,67 0,50 0,50

* Titulo 2 0,5 Ul/mL é considerado nivel eficaz de protecdo (*OIE, 2008; *OMS, 2018).

Identificacéo

Os resultados da titulacdo apresentado na Tabela 2 antes da vacinacdo, foram
condizentes com o esperado para animais ndo vacinados, todos 0s animais
apresentaram titulo <0,5 Ul/mL. Mugale et al. (2013) realizaram um estudo para
elucidar a resposta sorologica de caes, bovinos e bufalos atendidos em um Complexo
Clinico Veterinario de uma Universidade na india. O estudo demonstrou que nenhum
animal ndo vacinado apresentou titulo de anticorpos especificos para a raiva. Vinte e
um dias ap0s a aplicagdo de uma dose da vacina comercial antirrdbica inativada
testada, 100% dos animais apresentaram resultados de titulacdo de anticorpos

neutralizantes do virus da raiva em nivel eficaz de protegao (20,5 Ul/mL).

Neste estudo, os animais foram acompanhados pelo periodo de um ano apds a
aplicacdo da vacina, com coletas trimestrais realizadas nos dias D-21, DO, D+21,
D+90, D+180, D+270 e D+360. 100% dos animais apresentaram titulacdo de
anticorpos neutralizantes do virus da raiva em nivel eficaz de protegcao (=0,5 Ul/mL)
em todos os tempos avaliados (Tabela 2). Isso demonstrou que a imunidade

produzida pela vacina persiste por um ano.

Para melhor compressao da visualizacdo dos resultados estes foram plotados em
gréfico onde demonstrada a curva de imunidade humoral de cada individuo avaliado
(Gréfico 1). Neste, pode-se visualizar a amplitude da resposta (producdo de

anticorpos), ao longo dos 360 dias ap0s a imunizacéo, de cada animal avaliado.
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Grafico 1 — Curvas da titulacdo de anticorpos neutralizantes antirrabico em bovinos

nos tempos avaliados.

4 M
Titulos de anticorpos antirrabicos neutralizantes
90
80
70 —— Animal 1
—— Animal 2
60 _
Animal 3
——Animal 4

= Animal 5

N
o

Animal 6

—— Animal 7
Animal 8

w
o

N
o

= Animal 9

Intervalo de titulo de anticorpos (Ul/mL)
a1
o

10
Animal 10
0 —
D-21 DO D+21 D+90 D+180 D+270 D+360
Periodo de avaliagdo sorolégica em dias (DO - Inicio da imunizag&o)
o %

Analisando os resultados dos animais avaliados, observa-se que os resultados
obtidos no tempo D+21 variaram entre 4,00 e 85,33 Ul/mL, no tempo D+90 os
resultados ficaram entre 0,50 e 64,00 Ul/mL, no tempo D+180 o valor minimo de titulo
encontrado foi 0,67 Ul/mL e o méximo foi de 64,00 Ul/mL. Para o dia D+270, os
valores variaram entre 0,50 e 32,00 Ul/mL. Ao final do estudo, no tempo D+360, um
ano apos a aplicacédo da vacina comercial antirrbica inativada testada, os valores de
titulos obtidos ficaram entre 0,50 a 64,00 UlI/mL, com 100% dos animais apresentando

titulo considerado adequado durante todo o estudo.

Em relacdo a idade dos animais avaliados, os machos ao inicio do experimento tinham
idade que variaram entre 4 a 8 meses, neste grupo observou um nivel de titulos de
anticorpos neutralizantes antirrdbico, com titulos de no maximo 32,00 Ul/mL e minimo
de 0,5 UI/L (Gréfico 1a). Isto pode ser justificado por uma incapacidade de responder
plenamente aos antigenos aos quais estdo expostos, fator comum de ser observadas
nesta categoria, afinal é nesta fase que esses animais passam pelo desmame,

apartacdo e adaptacdo alimentar sem a presenca da méae, sendo uma fase
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estressante a qual os bezerros s&o submetidos e estes eventos podem implicar em

uma menor efetividade de resposta humoral desses individuos (RIBAS et al., 2013).

Grafico la — Curvas individuais dos titulos de anticorpos (Ul/mL) dos bovinos machos
vacinados contra a raiva com uma dose de vacina comercial testada.
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A vacinacao profilatica € o melhor método no controle da raiva, porém nem todos 0s
animais vacinados estao efetivamente protegidos. Pois varios fatores podem interferir
na resposta imune do animal, entre eles, a idade, score corporal, manejo, dieta e
presenca de anticorpos passivos. Anticorpos colostrais pode inibir o estabelecimento
da imunidade ativa, isso ocorre devido ao bloqueio da atividade do receptor da célula
B, pela conjugacdo dos anticorpos especificos com os receptores de fragmento
cristalizavel de imunoglobulinas das células B, inibindo a produ¢édo de mais anticorpos
da mesma especificidade podendo impedir 0 sucesso na vacina¢ao de animais jovens,
pois 0s anticorpos maternos mascaram epitopos dos agentes vacinais impedindo seu
reconhecimento pelas células B. Com isso, a resposta imune s6 se desenvolve
guando os anticorpos maternos chegarem abaixo do limiar critico. Esse periodo pode
durar meses, dependendo da quantidade de anticorpos transferidos para o neonato e
da meia vida da imunoglobulina (TIZARD, 2014).

Os resultados encontrados neste estudo demonstram que apensar de serem titulos
menores em relagdo a maioria das fémeas de maior idade, estes alcancaram

soroconversao com titulagao satisfatéria = 0,5 Ul/mL de 21 dias apés a aplicagéo da
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vacina até o final do experimento, demonstrando que uma Unica dose da vacina
inativada testada € os suficiente para induzir niveis de anticorpos adequados o0s quais
foram mantidos por um periodo de um ano, mesmo nos animais jovens os quais foram

submetidos a primovacinacéo.

Os titulos observados no animal 4 assim como os bezerros machos, foram titulos
menores em relacéo aos demais individuos que fizeram parte do experimento, apesar
deste animal ndo fazer parte do grupo de idade ao desmame nem estar passando por
eventos que envolve esse ciclo e suas possiveis alteracdes na resposta imunoldgica,
este apresentou titulos que variaram durante o periodo experimental entre minimo de
4,00 Ul/mL e maximo de 8,00 Ul/mL, vale ressaltar que se tratava de uma fémea
mestica girolando, ao exame clinico no inicio do experimento em D-21 apresentou cio,
em D+21 foi detectado comportamento de cio novamente, na avaliacdo observacional
em D+90 foi observado uma possivel prenhez, e ao final do experimento alcangando

o status de lactante (Gréfico 1b).

Gréfico 1b — Curvas individuais dos titulos de anticorpos (Ul/mL) dos bovinos fémeas
vacinados contra a raiva com uma dose de vacina comercial testada.
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Segundo a literatura eventos como o inicio da puberdade, cio, prenhez, parto e
lactacdo sdo fatores que interfere diretamente na resposta imune e é possivel que
estes eventos tenham interferido na resposta deste animal a vacinacdo e

consequentemente na producdo dos niveis de titulos de anticorpos neutralizantes. As
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alteracdes hormonais que ocorrem em preparagao para o parto e lactacdo afetam o
sistema imunologico (BURTON et al., 2003).

A prevencdo da raiva consiste, em aplicacdo das principais estratégias do PNCRH,
na vacinacao dos animais herbivoros domésticos e no controle de reservatorios
(Desmodus rotundus) (RODRIGUEZ et al., 2007). A vacinagdo profilatica é uma
medida de protecdo que tem como obijetivo interromper o ciclo de transmisséo entre
animais domésticos e selvagens e consequentemente a seguranca da saude humana
(OLIVEIRA et al., 2000). Diante disso os estudos de eficacia, soroconversao e
seguranca em métodos in vivo das vacinas comerciais antirrabica, afim de conhecer
0 grau da resposta imune em uma maior populacao possivel de individuos e dentro

das particularidades de cada categorias.

Estudos como este de avaliacdo da resposta imune humoral in vivo apds vacinagao
antirrdbica em bovinos, reforca sobre a necessidade da vacinacdo com intervalo de
no maximo um ano, para manter os niveis de anticorpos neutralizantes maiores de 2

0,5 Ul/mL na maioria dos animais vacinados.

E importante ressaltar como ja descrito por Kotait et al., (1998), no momento da
vacinacdo o ideal € que o animal encontre-se higido para que outros processos
metabdlicos e patolégicos ndo interfiram na resposta imune. A adocao de técnica na
administracdo da vacinacao deve incluir a via de aplicacéo correta, dose adequada e
principalmente, conservacdo do produto, desde a origem até o momento da
vacinacdo, observando-se a manutencdo do resfriamento, lembrando que o
congelamento também afeta a qualidade das vacinas, para que se tenham respostas
satisfatérias diante de um produto eficaz (ALBAS et al., 2001). O acompanhamento
de um profissional técnico qualificado no gerenciamento dessas medidas de
prevencao a raiva é fundamental, para garantir a exclusdo do maior nimero possiveis
de variaveis que possam interferir de forma negativa na imunizagdo dos individuos,
guando usado um imunizante de qualidade, afim de assegurar que o animal alcance

titulos adequados de protecéao.

A baixa eficacia de uma vacina pode demonstrar uma fragilidade na execucéo do
PNCRH, resultando em regides com elevado risco epidemioldgico para disseminagao

da enfermidade. Sendo a raiva uma zoonose com alta letalidade, resulta em alto risco
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para a saude publica, além de enormes prejuizos econdmicos para a pecudria e um
desafio para os 6rgdos publicos de defesa sanitaria animal e vigilancia epidemiologica
(BRASIL, 2002).
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6 CONCLUSAO

A utilizacdo da vacina comercial antirrdbica inativada testada no estudo, quando
realizada pela via subcutdanea em bovinos, em dose Unica, demonstrou titulos
considerado em nivel eficaz de protecéo aos bovinos contra o virus da raiva devido a
producéo de anticorpos antirrabicos a partir de 21 dias apés aplicacdo e manteve 0s

titulos considerados com nivel de protecéo por até um ano.

De acordo com as condi¢cbes a que os animais experimentados foram submetidos,
pode-se afirmar que durante todo periodo experimental baseados nas analises
observacionais e por meios dos exames fisicos realizados nenhum animal apresentou
alteracoes significativas em relacdo ao uso da vacina ou em decorréncia de quaisquer

outras enfermidades.

AvaliacBes dos niveis de anticorpos contra a raiva com base na resposta imune
humoral as doses de vacinas comerciais devem ser incentivados. Principalmente em
areas nas quais as populacfes estdo permanentemente sobre risco de contrair a

doenga.

A avaliacdo da soroconversao dos animais submetidos a vacinacdo antirrabica com
base nos titulos de anticorpos neutralizantes antirrabico, além de gerar dados do
aspecto epidemiolégico regional, esse tipo de estudo contribui para os 6rgao de

defesa promovendo a seguranca da saude publica.
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