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RESUMO

O título de anticorpos anti-rábicos foi avaliado em 100 bovinos, da região de Araçatuba, SP,
vacinados em condições de campo pelos proprietários ou encarregados das fazendas, com três
diferentes vacinas comerciais. Os anticorpos foram titulados por soroneutralização em camun-
dongos aos 30, 90, 180 e 360 dias, com a cepa de desafio CVS-31/2. Aos 30 dias após a vacinação,
não houve diferença significativa entre a porcentagem de animais com títulos de anticorpos ≥ 1:5,
vacinados com a vacina atenuada (B) e com duas doses das vacinas inativadas (A e C). Entre os
animais vacinados com apenas uma dose da vacina inativada (C), apenas 10% tinham título ≥ 1:5.
Um ano após, esta porcentagem caiu para 45,5% para vacina atenuada; 19% para a vacina inativada
A; 20% para os vacinados com duas doses da vacina inativada C e 0% para os vacinados com uma
dose. De acordo com a literatura citada e os resultados dos experimentos aqui apresentados,
enfatizamos a importância da utilização das vacinas contra a raiva produzidas e comercializadas
no Brasil segundo a recomendação oficial, com reforço dos animais primovacinados e revacinação
anual ou semestral segundo as características epidemiológicas da região.
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ABSTRACT

ANTIBODY RESPONSE AGAINST RABIES VIRUS IN VACCINATED CATTLE FROM
ARAÇATUBA REGION, STATE OF SÃO PAULO, BRAZIL. Serum from beef cattle vaccinated by
their owners, with three different commercial rabies vaccines (A, B and C) were obtained for the
determination of neutralizing antibody levels induced after the vaccination procedure. Serum
samples were collected from different groups of animals, on the 30th, 90th, 180th and 360th days
post-vaccination. Antibody titers were determined by the mouse neutralization test (MNT) using
the CVS-31/2 strain. One month post-vaccination, attenuated vaccine B showed the best results,
inducing detectable neutralizing antibodies titers (≥ 1:5) in 95.5% of the animals; inactivated
vaccine A in 86.0% of the animals and  vaccine C in 100% in the group that received two doses and
only 10% of the animals which received one dose. However, after one year this percentage had
decreased to 45.5% in the animals vaccinated with vaccine B; 19% with vaccine A; 20% with two
doses of vaccine C and 0% in the animals vaccinated with one dose of this vaccine. According to
the literature and to the present experiments, commercially produced Brazilian rabies vaccines
should be used according to the government recommendation, with annual vaccination, and even
every six months in epidemical areas.

KEY WORDS: Rabies, vaccines, bovine serum, mouse neutralization test, antibodies.

1Auxílio financeiro da FUNDUNESP (Fundação para o Desenvolvimento da UNESP) Processo: 141/96-DFP/1S.
2Resultados parciais apresentados no "10th International Rabies in the Americas Meeting" realizado em San Diego/EUA
em novembro de 1999.

INTRODUÇÃO

A raiva ainda é uma das mais importantes causas
de mortalidade em bovinos no Brasil, tendo sido
registrados no ano de 1999, 907 casos (34,5%) com
diagnóstico laboratorial comprovado, de um total de

2.628 casos comunicados, independentemente do tipo
de diagnóstico realizado (OPAS, 1999).

No final da década de 90, FEITAL  et al. (1998)
publicaram um estudo epidemiológico da raiva bovina
no Estado do Rio de Janeiro e mostraram que as perdas
econômicas causadas pela doença, num período de
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13 anos, atingiram valores estimados superiores a
US$ 17 milhões, incluindo as perdas diretas (leite e
carne não produzidos), indiretas (espoliação
sangüínea, perda de peso etc.) e as perdas referentes
ao imposto não recolhido devido à perda na produção.
Em todo o mundo, a raiva bovina é responsabilizada
por uma perda anual de 50 milhões de dólares (KING

& TURNER, 1993).
Um estudo retrospectivo na região Sul do Brasil,

sobre doenças do sistema nervoso central em bovi-
nos, mostrou por meio de diagnóstico
neuropatológico que, entre um total de 305 bovinos
com sinais clínicos de distúrbios nervosos analisa-
dos, 49,31% apresentaram resultado positivo para
raiva (SANCHES et al., 2000). Em outras regiões como
a Sudeste e Centro-Oeste, tem havido um acréscimo
nos casos de raiva nos últimos anos, com 1.498
casos registrados no ano de 2000 (MARQUES & KOTAIT,
2001).

O controle da raiva nos bovinos está baseado
em ações profiláticas destinadas a diminuir a po-
pulação dos reservatórios que, no Brasil, são repre-
sentados pelos morcegos hematófagos, além da
vacinação dos suscetíveis, principalmente, em re-
giões consideradas endêmicas e epidêmicas. A
região de Araçatuba registrou, no período de janei-
ro de 1993 a dezembro de 1999, 38 casos de raiva
bovina, entre um total de 333 amostras analisadas,
o que resulta em uma positividade de 11,5% e uma
média anual de 5,4 animais positivos (QUEIROZ DA

SI L V A et al., 1996) e dados não publicados do Labo-
ratório de Raiva da UNESP/Araçatuba). No ano de
2000, entretanto, foi registrado um total de 32 casos
de raiva em bovinos e eqüinos, em dois municípios
da região. Além dos casos positivos, registra-se
freqüentemente a presença de morcegos
hematófagos e de bovinos e eqüinos com sinais de
mordeduras por morcegos. Por esta razão, um con-
siderável número de proprietários vem utilizando
a vacinação, principalmente, nos municípios onde
foram registrados casos de raiva.

A vacinação de bovinos, contudo, principalmente,
em área de grande concentração de morcegos
hematófagos e alta incidência da doença, não tem
fornecido resultados satisfatórios, tendo sido
registrados casos de raiva em animais vacinados
(MONTAÑO et al., 1987; RONDON et al., 1995). Segundo
ATANASIU (1968), o aparecimento de anticorpos é um
sinal evidente para se reconhecer uma reação
imunológica após vacinação, existindo uma relação
direta entre a resistência à infecção experimental e a
presença de anticorpos no soro (ABELSETH et al., 1964;
NILSSON et al., 1979).

RIBEIRO NETTO et al. (1973) realizaram estudo com-
parativo com vacinas contra a raiva de uso bovino e
verificaram que, no Brasil, para alguns tipos de vacinas,

não há duração de imunidade por mais de 45 dias.
ALBAS et al. (1995) realizaram estudo em bovinos da
região de Presidente Prudente em animais vacinados
com duas vacinas comerciais líquidas e inativadas.
No teste do nível de anticorpos verificaram que uma
delas não desencadeou uma resposta satisfatória de
anticorpos 30 dias após a vacinação.

Vários trabalhos têm demonstrado a importân-
cia de se realizar o reforço na vacinação, conforme
recomendação dos laboratórios produtores, além
da monitoração dos rebanhos vacinados, com ava-
liação do título de anticorpos desencadeados pe-
los diferentes tipos de vacinas utilizadas (ALBAS et
al., 1998; OLIVEIRA  et al., 2000; RODRIGUES DA S ILVA et
al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar o nível de
anticorpos anti-rábicos em bovinos previamente
vacinados, em condições de campo, com vacinas
comerciais, em propriedades rurais da região de
Araçatuba, SP.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizados 100 bovinos de diferentes raças,
idade e sexo, provenientes de quatro propriedades
rurais da região de Araçatuba, previamente vacinados,
pelos responsáveis pelo rebanho, de acordo com as
recomendações do laboratório produtor. Os animais
foram vacinados com três diferentes vacinas comerciais
contra a raiva, denominadas A, B e C, dentro dos seus
prazos de validade, devidamente aprovadas pelo
Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento
(MAPA). A descrição das vacinas com seus referidos
títulos, fornecidos pelo LARA/ MAPA em Campinas
é a seguinte:
- vacinas A - inativada, produzida em células BHK a
partir de uma cepa Flury LEP, com título 105.1DL50 pelo
Teste de Habel;
- vacina B - vírus vivo modificado, produzida em
células de rim de suínos, utilizando a cepa de vírus
SAD, com título 103.8DL50 pelo teste de Habel e 100%
de proteção pelo Teste de Koproswki;
- vacina C - inativada, produzida em cultivo de células
BHK21 com cepa viral PV, com título de 106.2DL50 pelo
Teste de Habel.

Os soros dos bovinos foram colhidos em dife-
rentes períodos pós-vacinação, (1, 3, 6 e 12 meses) por
punção da veia jugular. Após a coagulação à tempe-
ratura ambiente ou a 37º C, as amostras foram clarifi-
cadas por centrifugação, inativadas a 56º C por 30
minutos e armazenadas a -20º C.

O Tabela 1 apresenta o tipo de vacina utilizada, o
número de amostras analisado em cada propriedade
e o período pós-vacinação em que as colheitas foram
realizadas.
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Para a dosagem dos anticorpos utilizou-se a técnica
de soroneutralização em camundongos padronizada
por ATANASIU (1967), com a amostra padrão CVS-31/2
(Challenge Virus Standard) do vírus rábico, mantida
por passagens em cérebro de camundongos lactentes.
O título médio da suspensão viral foi de 106,8 DL50 /
0,03mL com uma variação de ± 0.4 log, ao longo do
tempo em que foram realizadas as provas de
soroneutralização. O número médio de doses letais
inoculadas foi de 50, com uma variação de 20 a 120
DL50. Os soros foram diluídos a 1:5, para uma triagem
inicial e os que se apresentaram positivos nesta dilui-
ção foram submetidos a diluições seriadas na base
cinco até a diluição de 1:125 ou 1:625. O título de
anticorpos do soro foi calculado pelo método de REED

& MÜENCH (1938), sendo expressos como a recíproca
da maior diluição do soro que protegeu 50% dos
camundongos inoculados. Os soros com título inferior
a 1:5 foram considerados negativos e expressos com
o valor zero.

Para a análise estatística dos resultados, os títulos
individuais de cada animal foram transformados,
usando log10 (SN + 1), e para comparação da eficiência
das vacinas foi utilizado o teste de duas proporções.

RESULTADOS

Na Tabela 2 estão apresentados os resultados
individuais dos títulos de anticorpos, expressos em
DE50 (Dose Efetiva 50%), obtidos por soroneutrali-
zação, em soros de bovinos vacinados com duas
doses da vacina A, provenientes da Fazenda 3I, RP e
SJ, de acordo com o tempo de colheita pós-vacinação.
A Tabela 3 apresenta os títulos de anticorpos
neutralizantes dos bovinos da Fazenda SA, vacinados
com as vacina B e a Tabela 4 apresenta os títulos
neutralizantes dos animais desta mesma fazenda,
vacinados com a vacina C.

A Tabela 5e a Figura 1 apresentam as porcenta-
gens de bovinos com título neutralizante ³ 1:5 em cada
período pós-vacinal. Os títulos de anticorpos induzi-
dos pelas vacinas A e B diferem entre si significativa-
mente (p < 0,05) apenas aos 3, 6 e 12 meses pós-
vacinação. A vacina C, quando ministrada em apenas
uma dose, mostrou uma diferença significativa (p <
0,05) em relação às outras duas vacinas testadas, logo
no primeiro mês pós-vacinação. Entretanto, quando
ministrada em duas doses, a mesma não apresentou
diferença significativa em relação às outras vacinas,
até o 12º mês pós-vacinação.

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

Estudos para a avaliação dos níveis de anticorpos
em bovinos vacinados contra raiva têm sido realizados
por diferentes pesquisadores no Brasil (RIBEIRO-NETTO

et al., 1973; ROEHE et al., 1987; ALBAS et al., 1995; ALBAS

et al., 1998 ; OLIVEIRA et al. 2000) em condições experi-
mentais, com períodos variáveis de observação pós-
vacinal. O objetivo do presente trabalho foi o de ava-
liar, durante 12 meses, os títulos de anticorpos em
animais vacinados em condições de campo, pelos
proprietários ou encarregados do rebanho, segundo
as recomendações do laboratório produtor.

A vacina A (inativada), foi aplicada em duas doses
em 3 propriedades. Na Tabela 2 observa-se que houve
diferença significativa quanto à queda no nível de
anticorpos dos animais de acordo com as proprieda-
des avaliadas: nos bovinos da Fazenda 3I, 39% mostra-
ram-se positivos aos 3 meses, 26% aos 6 meses, e apenas
17% aos 12 meses. Na Fazenda RP, a porcentagem de
positivos foi mais elevada (65%) aos 3 meses, quando
comparados aos bovinos da Fazenda 3I, porém os
títulos de anticorpos eram mais baixos e desta forma
decaíram rapidamente, com a taxa de positivos che-
gando a 30% aos 6 meses e 0%, 1 ano após a vacinação.
Com relação às médias nos títulos de anticorpos foi
detectada diferença significativa apenas aos 12 meses
pós-vacinação quando 100% dos animais da fazenda
RP apresentaram título igual a zero.

A vacina B (atenuada) foi aplicada em 3 lotes de
animais da Fazenda SA. Pelos dados da Tabela 3,
observa-se que, 1 mês após a vacinação, a porcentagem
de animais positivos foi 100% nos lotes 1 e 2 e 85,7%,
no lote 3, sendo que os títulos de anticorpos apresen-
tados neste último lote também foram significativa-
mente mais baixos. Neste mesmo lote, composto por
bezerros com média de idade de 3 meses, a porcenta-
gem de positivos caiu para 71,4% aos 3 meses e 42,8%,
aos 6 meses, sendo que nos animais que se mantive-
ram positivos, o nível de anticorpos continuou baixo.
No lote 2, também houve queda na porcentagem de
animais positivos e na média dos títulos de anticorpos.

Tabela 1 - Número de amostras colhidas de soro bovino
segundo a propriedade, o tipo e número de doses de vacina
utilizadas e o período pós-vacinal.

Nome da propriedade Número de amostras colhidas
e vacina utilizada          e tempo pós-vacinal

1m 3m 6m 12m Total

Fazenda SA:
   Vacina B - 1 dose 22 22 22   22   88
   Vacina C – 1 dose 10 10 10   10   40
   Vacina C – 2 doses) 10 10 10   10   40
Fazenda RP (vacina A) 20 20 20   20   80
Fazenda SJ (vacina A) - - -   15   15
Fazenda 3I (vacina A) 23 23 23   23   69

TOTAL 85 85 85 100 355
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Tabela 2 - Resultado da prova de soroneutralização (SN)
em camundongos, realizada com soro de bovinos, vacina-
dos com vacina contra raiva A (intivada), segundo a
propriedade, a idade dos animais e o período pós-vacinal.

Propriedade/   Idade
Nº do  média         Período pós-vacinal
animal (meses) 1m 3m 6m 12m

Fazenda 3I DE50*

1,9,10,21 36     0   0   0   0
5,8,20 58     5   0   0   0
13,14,23 58     7   0   0   0
11,15 36     8   0   0   0
4 60     8   5   0   0
16,17 51   10   0   0   0
22 48   18 10   0   0
3 72   28 12   0   0
18 36   25 20   5   0
12 24   30 25 20   5
7 72   80 56   5   0
2 72   90 72 22   8
6 60 120 95 33 12
19 48 130 95 55 10

Média** 50,35*** 15,5652 5,4495 2,6168 1,6443

Fazenda RP

13,18 26     0   0 0 0
19 26     5   0 0 0
5 30     7   6 0 0
3 24     8   0 0 0
11 24   10   0 0 0
20 28   10   5 0 0
2 28   10   6 0 0
15 36   12   5 0 0
9 36   12   0 0 0
17 24   14   8 5 0
6 30   18   0 0 0
7,10 27   20   8 0 0
14 30   20   8 5 0
4 30   20 12 0 0
1 24   25 12 5 0
12,16 25   25 10 7 0
8 36   40 14 9 0

Média 28,10 12,8507 4,1407 1,7753 0

Fazenda SJ

2,3,4,7,11,14 32   0
9, 10, 15 32   5
5, 6, 33   7
8 30   8
1 30 30

Média 32,00 6,6891

Média Geral* 38,00*** 15,5030 4,86428 2,21069 1,51560

*DE50 - Recíproca da diluição máxima do soro capaz de
proteger 50% dos camundongos desafiados com cepa CVS
do vírus rábico. Títulos <5 foram considerados como 0.
** Média geométrica dos títulos transformados em log10
(DE50 + 1)
*** Média aritmética

Tabela 3 - Resultado da prova de soroneutralização (SN)
em camundongos, realizada com soro de bovinos, vaci-
nados com vacina contra raiva B (atenuada), segundo o
lote, a idade dos animais e o período pós-vacinal.

Lote/Nº   Idade         Período pós-vacinal
do animal (meses) 1m 3m 6m 12m

      DE50*

Lote 1
(vacas)

V54 24   72   25   10     9
V57 24   25   18     9     7
V73 30   95   72   20   19
V75 24   56   40   15   11
V127 30   84   56   33   25

Média** 26,40*** 61,5421 38,4717 16,5898 13,7929

Lote 2
(bezerros)

B1   8   10     5     0     0
B2 12 112   80   50   30
B3 15 180 150 120 100
B4   6     8     5     0     0
B5   8   35   20   10     8
B1   6   56   30   19   10
B2   6   25   10     9     0
B3   4     8     0     0     0
B4   4     5     0     0     0
B5   6   20     8     0     0

Média 7,50 25,6340 11,0994 5,1675 3,5410

Lote 3
(bezerros)

B1   3     8  5,5     0     0
B2   3     6     5     6     0
B3   4   10     7     0     0
B4   4   10     9     7     0
B5   3     0     0     0     0
B6   3   10     8     7     5
B7   2     7     0     0     0

Média   3,14   6,7979   4,3200 2,3920 1,2917

Média 10,41*** 20,5044 10,9042 5,2719 3,4994
Geral**

*DE5 0  - Recíproca da diluição máxima do soro capaz de
proteger 50% dos camundongos desafiados com cepa CVS
do vírus rábico. Títulos <5 foram considerados como 0.
** Média geométrica dos títulos transformados em log10
(DE50 + 1)
*** Média aritmética

Apenas no primeiro lote, composto por vacas,
100% dos animais apresentaram-se positivos e os
níveis de anticorpos foram significativamente mais
altos até os 12 meses pós-vacinação.
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Os resultados observados com a vacina C
(inativada) mostram a importância da dose de
reforço para vacinas inativadas. Quando minis-
trada em apenas uma dose, foi a vacina que apre-
sentou, entre as 3 analisadas, a menor capacidade
de induzir anticorpos (Tabela 4). Logo aos 30 dias
pós-vacinação, quando se espera que pelo menos
80% dos animais desenvolvam anticorpos contra
o vírus (RODRIGUES  DA SI L V A et al., 2000), como foi o
caso da vacina B (Tabela 5), a porcentagem de
animais com título de anticorpos 1:5 foi de apenas
10%, persistindo até o terceiro mês (Fig. 1). A
recomendação do laboratório produtor desta
vacina é de que seja feita uma dose de reforço um
mês após a primeira dose, porém, nem todos as
propriedades adotam esta recomendação. Esta
mesma vacina C, quando ministrada em duas
doses, mostrou resultados semelhantes aos das
outras duas vacinas (A e B), entretanto, não man-
teve a mesma porcentagem de animais positivos
aos 12 meses pós-vacinação, quando comparada
com a vacina atenuada.

Na Tabela 5 está apresentada a porcentagem de
bovinos com título neutralizante ≥ 1:5, após a vacinação
com diferentes vacinas, considerando-se todas as
propriedades. Um mês após a vacinação não houve
diferença entre os títulos de anticorpos observados
nos animais vacinados com duas doses de vacina
inativada ou uma dose da vacina atenuada. A dife-
rença mais significativa ficou claramente demonstrada
na vacina inativada (C) quando aplicada em apenas
uma dose.

Trabalhos citados anteriormente (ALBAS et al.,
1998; OLIVEIRA et al., 2000) também demonstraram
a importância da aplicação da dose de reforço na
indução de doses elevadas de anticorpos, com uma
duração significativa dos seus níveis durante 1
ano. Mesmo com a primeira dose sendo de vacina
atenuada e o reforço com vacina inativada, o efeito
potencializador ocorre, desde que a segunda dose
seja aplicada entre quatro e 8 semanas após a
primeira. Em ambos os trabalhos, entretanto, ob-
servou-se uma rápida queda dos títulos de
anticorpos após o 6º mês, mantendo-se baixos ou
negativos até o 12º mês.

RODRIGUES DA S ILVA et al. (2000) encontrou resul-
tados diferentes dos obtidos neste trabalho, evi-
denciando uma melhor resposta da vacina
inativada em relação à vacina atenuada, quanto à
porcentagem de bovinos com títulos de anticorpos
superiores ao mínimo de 0,5 UI/mL. Porém, a co-
lheita de soro foi realizada apenas até o 6 º mês pós-
vacinação, sendo que, no presente trabalho, no
período entre 6 e 12 meses foi quando se observou
maior diferença em relação à queda no nível de
anticorpos.

Tabela 3 - Resultado da prova de soroneutralização (SN)
em camundongos, realizada com soro de bovinos, vacina-
dos com vacina contra raiva C (inativada), segundo o lote,
a idade dos animais e o período pós-vacinal.

Nº do   Idade          Período pós-vacinal
animal (meses) 1m 3m 6m 12m

DE50*

Lote 1
(1 dose)

1 2   0   0   0 0
2 2   0   0   0 0
3 2   0   0   0 0
4 3   0   0   0 0
5 3   0   0   0 0
6 3   0   0   0 0
7 3   0   0   0 0
8 3   0   0   0 0
9 2   0   0   0 0
10 2   5   5   0 0

Média** 3*** 1,1962 1,1962   0 0

Lote 2
(2 doses)

1 3 20 12   5 0
2 4 12   8   5 0
3 4 36 20   8 5
4 4 10   8   5 0
5 3   8   0   0 0
6 3   5   0   0 0
7 3 10   5   0 0
8 2   7   5   0 0
9 2   7   0   0 0
10 4 40 25 10 5

Média** 3*** 13,3000 5,3900 2,7102 1,4310

*DE5 0  - Recíproca da diluição máxima do soro capaz de
proteger 50% dos camundongos desafiados com cepa
CVS do vírus rábico. Títulos <5 foram considerados
como 0.
** Média geométrica dos títulos transformados em log10
(DE50 + 1)
*** Média aritmética

O melhor desempenho do lote um está relacionado
com a idade dos animais na primovacinação (acima
de 24 meses) que, neste caso, foi maior em relação aos
animais dos outros lotes, com idade entre 2 e 15 meses.
Deve-se considerar ainda, que esta vacina é produzida
com vírus vivo modificado, confirmando que em al-
guns casos há um melhor desempenho das vacinas
atenuadas sobre as inativadas, na produção de
anticorpos neutralizantes, como já demonstrado por
RIBEIRO NETTO et al. (1973).
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Os resultados aqui apresentados evidenciaram
baixos níveis de anticorpos, quando comparados aos
dados de ATANASIU et al. (1968) e concordam com os
resultados de ROEHE et al. (1987), que também obtive-
ram baixos títulos de anticorpos e porcentagem de
50% ou menos de animais com títulos acima de 1:5,
aos 30 e 60 dias após a vacinação com quatro tipos de
vacinas. Resultados semelhantes também foram obti-
dos por ALBAS et al. (1995) em experimento com duas
vacinas inativadas, em que uma delas mostrou-se
incapaz de induzir títulos de anticorpos ≤ 1:5, em 52%
dos animais testados 30 dias pós-vacinação.

A vacina atenuada induziu uma resposta mais
duradoura nos animais vacinados, entretanto, o
Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento
(MAPA) preconiza, para o Programa Nacional de
Controle da Raiva dos Herbívoros no Brasil, a utilização
da vacina inativada a qual, deve ser administrada aos
bovinos, em duas doses, aos 3 e 4 meses de idade.
Como demonstrado neste trabalho é essencial que
esta recomendação seja seguida, para que seja possível
a indução de anticorpos em títulos superiores a 1:5, na

maioria dos animais do rebanho, durante um período
superior a 6 meses após a vacinação.

Considerando ainda que a maioria dos animais
vacinados, analisados neste trabalho, não apresentou
títulos positivos de anticorpos até 12 meses após
vacinação, independente da vacina que receberam,
ressalta-se a importância da adoção da vacinação
semestral contra a raiva em áreas consideradas epidê-
micas.
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