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Resumo

AUGUSTO FILHO, O. Interferéncia dos anticorpos colostrais em bezerros
vacinados aos dois, quatro e seis meses de idade, filhos de vacas
revacinadas contra raiva bovina. Botucatu, 2010. --- p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Bezerros nascidos de vacas revacinadas contra raiva no tergo final de gestacao
foram vacinados aos dois, quatro e seis meses de idade e revacinados 30 dias
apos. Os titulos de anticorpos (Ac) foram mensurados nas mées e em seus
descendentes 48 horas apo6s o parto. Os bezerros foram separados em quatro
lotes com dez animais, sendo representados por bezerros nao vacinados,
vacinados com dois meses, quatro meses e seis meses de idade. O titulo de
Ac antirrabicos nos bezerros dos diferentes grupos foi avaliado mensalmente e
15 dias pds vacinacdo e revacinagao até completarem 12 meses de vida.
Todas as vacas apresentaram titulo de anticorpos antirrabicos
soroneutralizantes (AcSN) superiores a 0,5Ul/mL 48 horas apdés o parto.
Anticorpos transferidos pelo colostro com titulos semelhantes ao materno foram
observados em todos os bezerros estudados 48 horas apds o nascimento.
Titulos de AcSN superiores a 0,5Ul/mL se mantiveram até o 5° més nos
bezerros vacinados aos dois meses sendo que nos demais lotes houve queda
nos titulos a partir do 3° més de vida apresentando um periodo de desprotecao
decorrente de queda de anticorpos colostrais superior ao grupo vacinado aos
dois meses de idade. Nenhum dos grupos de bezerros estudados apresentou
resposta soroldgica satisfatoria a primo vacinagao, porém, todos apresentaram
resposta adequada apdés a revacinacdo. O estudo demonstrou que ¢é
recomendavel a vacinagcao antirrabica em bezerros aos dois meses de idade
independentemente do estado vacinal materno seguida de revacinagao 30 dias

apods, e ao completarem 12 meses de vida.

Palavras-chave: Vacina antirrabica, Bezerros, Anticorpos colostrais, Sorologia.
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Abstract

AUGUSTO FILHO, O. Interference of colostral antibodies in calves
vaccinated at two, four and six months of age, born from cows
revaccinated against rabies. Botucatu, 2010. --- p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Calves born from cows revaccinated against rabies in the final third of
pregnancy were vaccinated at two, four and six months of age and revaccinated
30 days later. Seraneutralizing antibody titers (AcSN) against rabies were
measured in mothers and their calves 48 hours after delivery. The calves were
separated into four groups of 10 animals, represented by non-vaccinated and
vaccinated calves with two months, four months and six months of age. The
AcSN titers was evaluated monthly and 15 days after vaccination and
revaccination until 12 months of life in each group. All cows had AcSN greater
than 0,5 Ul/mL 48 hours after delivery. Antibodies trasnferred by colostrum with
similar titers were observed in all calves studied 48 hours after birth. AcSN titers
higher than 0,5Ul/mL remained to the 5th month in calves vaccinated at two
month of age in contrast to the others groups that presented decrease of AcSN
begining at 3th month of age until 30 days after first vaccination representing a
longer period of lack of protection comparatively to the group vaccinated at two
month of age. Absence of satisfatory antibody response was observed in all
groups after the first vaccination, however, all calves had an adequate response
after revaccination. The study demonstrated that antirabies vaccination can be
recommended in calves at two months of age regardless of vaccination status
of mothers being mandatory the revaccination 30 days after and at 12 months

of life.

Keywords: Rabies vaccines, calves, colostral antibodies, serology
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Nos ultimos anos tem-se notado um aumento no numero de casos de
raiva bovina no Estado de Sao Paulo. Por esse motivo instituiu-se a
obrigatoriedade da vacinagdo antirrabica em areas de risco conforme
legislacdo estadual SSA- 29 de 24 de setembro de 2001, estabelecendo a
vacinagao de forma compulséria em areas em focos e perifocos da doenca
numa area de até 12 km de raio, além do controle dos morcegos hematéfagos
e educacdo sanitaria (SAO PAULO, 2002).

A vacinagao contra raiva induz a produgédo de anticorpos (Ac) séricos
que persistem por um periodo prolongado e que pode ser transmitido aos filhos
através do colostro, aspecto relevante quando da primovacinagdo dos animais

jovens.

Em experimentos anteriores realizados por GERONUTTI (2002) com
vacas primo vacinadas, observou-se que bezerros a partir de dois meses de
idade responderam a vacinagao antirrabica, independentemente do estado
vacinal materno, condicionada ao reforco vacinal 30 dias apds a
primovacinagao, sendo sugerido a utilizagao deste esquema vacinal em regides
epidémicas para a enfermidade. Questiona-se a interferéncia da revacinagao
materna na vacinacdo de bezerros nesta mesma faixa etaria, aspecto que
impossibilitaria a aplicagdo do protocolo sugerido anteriormente o qual a

preconiza a vacinagao antirrabica a partir do 3° més de idade.

O presente estudo avaliou a resposta a vacinagao antirrabica de
bezerros filhos de maes revacinadas contra a raiva, vacinados aos dois, quatro
e seis meses de idade com especial énfase a possivel interferéncia dos Ac

colostrais, bem como a efetividade da vacinagdo mais precoce.
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2.1 DEFINIGAO

A raiva € uma doenca de origem viral, caracterizada por uma encefalite
severa, de notificagdo obrigatéria que pode acometer todos os mamiferos,
inclusive o homem. Reveste-se da maior importancia epidemiologica por
apresentar letalidade de 100% em animais, além de ser uma doenga passivel
de eliminacdo no seu ciclo urbano e rural através de medidas eficientes de
prevencao (BRASIL, 2006).

E considerada uma das zoonoses de maior importdncia em salde
publica, ndo so6 pela evolugao drastica e letal, como também pelo elevado custo
social e econdmico. Numerosas variantes do virus ja foram identificadas, sendo
que no Brasil, foram encontradas quatro variantes: variante 2, prépria dos caes;
variante 3, propria do morcego hematdéfago Desmodus rotundus; variante 4
propria do morcego insetivoro Tardarida brasiliensis; e variante 6, propria do
morcego insetivoro Lasiurus cinereus. Estudos realizados com amostras
isoladas nos ultimos anos, no Brasil, permitiram a proposicdo de um ciclo
epidemioldgico da raiva, no qual ha uma estreita interrelagdo entre os quatro
ciclos classicos do virus rabico, sendo estes representados como ciclos aéreo,
silvestre, rural e urbano (RIET-CORREA et al., 2007).

A doenca apresenta uma forma clinica paralitica, que predomina em
bovinos, e uma forma predominantemente furiosa nos carnivoros. E
considerada uma das doengas neuroldgicas mais prevalentes na espécie
bovina sendo no Brasil transmitida principalmente pelo morcego hematéfago
Desmodus rotundus (BARROS et al., 2006).

Os herbivoros sdo hospedeiros acidentais do virus da raiva, pois, apesar
de participarem da cadeia epidemiolégica da raiva rural, somente contribuem

como sentinelas a existéncia do virus. Sua participacdo nesse processo
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restringe-se ao 6bito do animal, ndo havendo envolvimento no processo de
transmissao a outras espécies, salvo quando de forma acidental (BARROS et
al., 2006).

2.2. ETIOLOGIA

O virus da raiva é classificado na ordem Mononegavirales, familia
Rhabdoviridae, género Lyssavirus. Possui um genoma de RNA de fita simples,
linear e ndo segmentado de polaridade negativa e envolvido por uma complexa
ribonucleoproteina. Apresenta-se sob forma de projétil de revolver com 45 a
100 nm de diametro e 100 a 430 nm de comprimento variando com a amostra
considerada (QUINN et al., 2005).

O virus da raiva foi classificado originalmente em 7 genotipos sendo o
genotipo-1 o virus classico , que compreende amostras vacinais e amostras de

virus de rua isoladas de animais domésticos e silvestres (WUNNER, 2007).

E constituido essencialmente de cinco proteinas principais: uma grande
RNA-polimerase RNA-dependente (L), uma glicoproteina de superficie (G),
uma nucleoproteina (N), uma proteina componente da polimerase viral (P) e
uma proteina matriz (M). A glicoproteina G forma os polimeros superficiais que
interagem com os receptores da célula hospedeira, tendo um importante papel
na patogenia da raiva ja que é responsavel pela adesao do virus a membrana
da célula alvo e a fusdo entre a membrana celular e o virus durante o processo
de endocitose (ACHKAR et al., 2007; ROSS et al., 2008).

O virus classico, genotipo-1, € envelopado, sensivel aos agentes
quimicos (éter, cloroférmio, acidos e alcalis fortes). Sua resisténcia fora do
hospedeiro € baixa, sendo rapidamente inativado a temperaturas altas, sendo
destruido a 50°C durante 15 minutos. E sensivel ao dessecamento, luz solar,
radiacdo ultravioleta, agentes fisicos (calor, luz ultravioleta) e as condigdes

ambientais como temperatura excessiva. O virus se mantém estavel por longos
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periodos a 4°C, e por varios anos quando conservado a -20°C em tecidos
mergulhados em glicerina tamponada. A -70°C ou temperaturas mais baixas, o
virus se mantém viavel indefinidamente (FAUQUET et al., 2004; QUINN et al.,
2005; ACHKAR et al., 2007).

2.3. PATOGENIA E RESPOSTA IMUNE ANTIRRABICA

A transmissao da raiva se da através da penetracdo do virus presente
na saliva do animal infectado, principalmente por meio da mordedura e,
raramente pela arranhadura e lambedura de pele com solucdo de continuidade
ou de mucosa integra. Os herbivoros podem contrair a raiva por mordedura de
um cao ou animal silvestre infectado, no entanto em bovinos e equinos a
enfermidade é normalmente transmitida por mordeduras de morcegos
hematofagos infectados com o virus rabico, sendo principalmente o Desmodus
rotundus (RIET-CORREA et al., 2007).

Uma vez inoculado no novo hospedeiro, ocorre a replicagado do virus da
raiva inicialmente nas células musculares, préximas ao local de inoculagao até
que atinjam concentracdes suficientes para alcangar as terminagdes nervosas,
sendo este periodo de replicagdo extra neural responsavel pelo periodo de
incubacédo relativamente longo da raiva, quando comparado com outras
infecgdes virais (JACKSON, 2007).

Ao contrario de muitos virus que causam infec¢gdo aguda, o virus da
raiva consegue evadir-se as defesas imunes do hospedeiro por um longo
periodo; face ao seu neurotropismo, sua amplificacdo no local de inoculagao
produz quantidade de virus suficiente para chegar as terminagbes nervosas,

porém insuficiente para ser antigénica (ZANETTI, 2003).

Nas jungdes neuromusculares o virus rabico, através da glicoproteina
(G) presente em seu envelope, se liga especificamente ao receptor nicotinico
da acetilcolina (AchR) considerado a principal porta de entrada do virus para os

neurénios (JACKSON, 2007). A seguir, o virus atinge os nervos periféricos,




Revisiio de Literatura 24

seguindo um trajeto centripeto, em direcdo ao sistema nervoso central (SNC), e
segue através do fluxo axoplasmatico retrégrado diretamente através das fibras

nervosas sem liberagao para o meio extracelular (JACKSON, 2007).

Ao penetrar nos neurdnios, o virus da raiva torna-se protegido da acao
dos Ac, das células do sistema imune e da acao dos intérferons, responsaveis
pela resposta imune inespecifica. A auséncia desta resposta € reforgcada pela
capacidade do virus rabico de induzir a uma imunossupressao periférica, tendo
como consequéncia, o escape do virus da acdo dos Ac, facilitando a invasao
ao SNC (LAFON, 2007).

Ao atingir o SNC, o virus rabico apresenta rapida replicagdo em
diferentes locais, sendo que o local de eleicdo varia de acordo com a espécie
animal e talvez com a variante viral. Assim, nos caes e gatos o local onde é
encontrado em maior quantidade € o hipocampo (Corno de Amon) e giro
denteado (neurbnios piramidais), nos equinos € a medula espinhal e nos
bovinos o cerebelo (Células de Purkinje) (ZANETTI, 2003; JACKSON, 2007).

A partir da intensa replicagdo no SNC, o virus se dissemina via nervos
periféricos de forma centrifuga para os tecidos ndo neuronais, distribuindo-se
por todo o organismo. Antigenos virais ja foram detectados em células da
epiderme, foliculos pilosos, retina, cérnea, pulmdes, coragao, rins, bexiga,
foliculo piloso e glandulas salivares, sendo eliminado pela saliva, principal
mecanismo de disseminagao e perpetuagdo do mesmo na natureza (ZANETTI,
2003; JACKSON, 2007).

As células apresentadoras de antigeno (macréfagos, células dendriticas,
células de Langherans, etc.) quando entram em contato com o virus da raiva, o
fagocitam e o processam para apresentagcdo para as células imunes. Esta
apresentacao é fundamental para a ativacao dos linfocitos T auxiliares, que vao
produzir diferentes citocinas; estas ativam diferentes células implicadas na
eliminagao direta do virus ou de células infectadas e auxiliam na producao de
anticorpos pelos linfécitos B, o que na infeccdo natural tem o seu inicio apés o
aparecimento dos sintomas clinicos (LAFON, 2007) e em resposta a
quantidade maciga de antigeno viral (ZANETTI, 2003).
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Na infecgao natural, a estimulagao dos linfocitos B para producédo de Ac
acontece tardiamente, apos o aparecimento dos sintomas. A atividade principal
dos Ac é bloquear o virus extracelular, antes que ele encontre o receptor das
células musculares, impedindo sua propagac¢ado no local da infeccédo e sua
progressao para o sistema nervoso central (LAFON, 2007). A resposta imune
celular talvez seja o mecanismo imunolégico mais importante contra o virus da
raiva. Os linfocitos T participam da protecdo de diferentes maneiras:
estimulando, através dos linfocitos T auxiliares, as células B a produzirem Ac;
como efetoras de imunidade, na forma de células T citotdxicas, lisando as
células infectadas; induzindo a sintese de substiancias mediadoras de
estimulacdo de diferentes células e como células de memoria imunoldgica
(LAFON, 2007).

A possibilidade de neutralizagao da capacidade infecciosa viral ocorre,
portanto, apds a invasdo do SNC e, neste momento, a doenga ja adquiriu uma
forma irreversivel, e o titulo de anticorpos neutralizantes (AcN) contra o virus
permanece baixo até a fase terminal da doenca, atingindo seu pico maximo
préoximo da morte (LAFON, 2007).

2.4. SINAIS CLINICOS

O periodo de incubacao é variavel, porém normalmente varia entre 25 e
90 dias. Depende da susceptibilidade do animal, do estado imunitario, da
idade, do local da mordedura, da variante viral e da quantidade de virus
inoculado (KOTAIT, 2009).

Em herbivoros a forma mais comum €& a raiva paralitica, porem a forma
furiosa também pode ser observada, levando o animal a investir contra outros
animais e seres humanos (CALLAN & METRE, 2004). Como sinais clinicos,
primeiramente ha um afastamento do animal dos demais, seguido por apatia,
inapeténcia, podendo apresentar cabecga baixa e indiferente ao que passa ao

seu redor. Pode haver aumento da sensibilidade e prurido na area de
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mordedura, mugido constante, tenesmo, hiperexcitabilidade, aumento da libido,
sialorréia, e dificuldade para engolir (0 que sugere que o animal esteja
engasgado). Com a evolugdo da doenga, apresenta movimentos desordenados
da cabecga, tremores musculares e ranger dos dentes, midriase com auséncia
de reflexo pupilar, incoordenagdo motora, andar cambaleante e contragdes
musculares involuntarias. Apds o decubito ndo consegue mais se levantar; sao
observados movimentos de pedalagem, dispnéia, opstétomo, e morte por
asfixia, normalmente de trés a seis dias, podendo se prolongar até dez dias
apos o inicio dos sintomas clinicos (FERNANDES, 2001; LANGOHR et al.,
2003; CALLAN & METRE, 2004; PUGH, 2005).

2.5. EPIDEMIOLOGIA

A raiva classica causada pelos virus gendtipo 1 esta distribuida em
todos os continentes, com excec¢ao da Oceania. Alguns paises Insulares como
Japao, Nova Zelandia, Maldivas Barbados e Fiji, sdo considerados livres da
doenca mesmo entre os animais silvestres, considerados reservatorios
naturais, porém, em certas areas do mundo principalmente nos paises em

desenvolvimento, a raiva continua a ser altamente endémica (WHO, 2008).

A raiva em animais silvestres terrestres assume papel importante nas
Europa, Estados Unidos e Canada, onde varias espécies estao envolvidas na
transmissao para animais domésticos e para o homem (WHO, 2008). Na
América do Norte, os reservatorios mais importantes sao as raposas (Vulpes
vulpes ), os raccoons ( Procyon Lotor ); os skunks ( Mephitis mephitis), os lobos
(Canis lupus arabs, Canis latrans) e as raposas do artico ( Alopex lagopus) . Na
Europa, as raposas vermelhas (Vulpes vulpes) e o raccoon-dog (Nictereutes
procyonoides) sao os mais citados (KREBS et al., 2002). No Brasil ha relatos
esporadicos de isolamento do virus da raiva em animais silvestres como
guaxinins (Procyon cancrivorous), lobo guara (Crysocyon brachyurus), sagui do

Nordeste (Callitrix jacchus), raposa do Nordeste (Dusicyon vetulus), coati
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(Nasua nasua), gato do mato (Leopardus tigrinus), onca pintada (Panthera
onca), cachorro do mato (Cerdocyon thous) (CORREA; PASSOS, 2001).

FAVORETO et al, em 2006, realizaram um levantamento
epidemioldgico dos casos de raiva em animais silvestres no estado do Ceara
entre os anos de 1990 a 2005, onde relataram um total de 173 casos de raiva
em cachorro do mato (Cerdocyon thous), 25 em sagui do Nordeste (Callitrix
jacchus) e seis em guaxinins (Procyon cancrivorous). Durante este periodo, em
13 dos 40 casos humanos registrados no Ceara, os animais silvestres a fonte

de infecgao.

Com o desmatamento, a destruigdo e fragmentacéo do habitat natural,
estes animais terminam migrando para areas urbanas e periurbanas, e ao
contato com seres humanos e animais domésticos, tornam-se potenciais fonte
de infecgao da raiva (CARNIELI et al., 2008).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) 2004, o numero
estimado de mortes humanas causadas pela raiva ao redor do mundo é de
55.000 por ano, principalmente em &reas rurais da Africa (24.000 mortes) e da
Asia (31.000 mortes), representando para os governos um custo de
aproximadamente 560 milhdes de ddlares todos os anos direcionados a
profilaxia apds a exposicdo. Nos ultimos anos, apdés a implementacdo dos
programas de vacinagdes de cies e gatos tem-se observado uma redugao de
casos de raiva em humanos na América do Sul e em alguns paises Asiaticos
(BELOTTO et al., 2005; WHO, 2006). Na Asia e na Africa o c&o continua sendo
0 mais importante reservatério e transmissor da raiva aos humanos, sendo
considerado como um grave problema de saude publica nesses Paises (WHO,
2004).

No Brasil, a raiva tanto em humanos quanto em animais, esta controlada
em consequéncia de um Programa Nacional de Controle instituido, pelos
Ministérios da Saude e Agricultura o qual visa o tratamento profilatico em
humanos, vacinacdo em cades e gatos, diagnodstico laboratorial, educagédo e
saude, captura de caes errantes e vigilancia epidemiolégica (SCHNEIDER et
al., 1996).
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Dados parciais obtidos pelo Ministério da Saude em 2008, informam que
foram registrados no Brasil 27 casos de raiva em caninos, sendo dez casos na
regidao norte, 13 na regido nordeste, quatro no centro oeste e nenhum caso
registrado na regido sudeste. Em referencia a raiva humana foram registrados
somente trés casos, sendo dois na regido nordeste e um no centro-oeste
(WADA, 2008). Contrariamente, em herbivoros notou-se um aumento no
numero de casos (BRASIL, 2009).

Segundo dados da Organizagdo Panamericana da Saude (OPAS, 2004)
a raiva em animais de interesse econdmico ocorre principalmente em paises da
América Latina e esta relacionada a presengca do morcego hematédfago
(Desmodus rotundus), principal reservatorio do virus da raiva para estas

especies.

As primeiras citacbes sobre a raiva paralitica dos herbivoros no Brasil
estiveram relacionadas com o foco ocorrido no litoral do Estado de Santa
Catarina entre 1906 a 1908 quando bovinos, equinos, suinos, ovinos e caprinos
encontravam-se acometidos. Foi somente em 1911, que Antdnio Carini, no
Instituto Pasteur em Sao Paulo, diagnosticou a doengca em material encefalico

coletado de bovinos oriundos da llha de Santa Catarina.

Durante o periodo de 1914-1918, HAUPT e REHAAG (1925) estudaram
0s casos de raiva ocorridos na mesma regiao e confirmaram que a ocorréncia
da doencga estava associada aos morcegos. Mais tarde, pesquisas realizadas
com morcegos de diferentes areas afetadas concluiram que a infecgdo com o
virus da raiva entre os morcegos hematoéfagos era muito mais elevada que
entre as espécies frugivoras e que eram um excelente transmissor do virus,
sendo entdo reconhecida a importancia do morcego vampiro na disseminagéo
do virus da raiva (QUEIROZ LIMA, 1934; TORRES; QUEIROZ LIMA, 1935).

Os morcegos tém grande importancia na manutengao de circulagéo do
virus rabico em uma determinada area geografica, pois esses animais
possuem caracteristicas ideais para a perpetuacdo do virus, tais como alta
densidade populacional, interagdes sociais com outras espécies de morcegos

que frequentam os mesmos abrigos e uma grande capacidade de
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deslocamento, podendo voar num raio de 15 km do seu refugio a procura de
alimentos (BRASIL, 1996).

A exploracao da mata atlantica, a introducédo e a expansao da pecuaria
bovina, no sentido litoral para o interior do pais, estimularam a interiorizacdo do
morcego hematéfago em busca de alimentos e a abertura de novas fronteiras
agropecuarias por meio do desmatamento e implantagcdo de pastagens
povoadas por bovinos, propiciou-se uma abundante fonte de alimento para os
morcegos e consequentemente o aparecimento da doenga em areas
anteriormente livres do problema (MORI & LEMOS, 1998; SILVA et al., 2000).

Os ataques dos morcegos aos bovinos, causam sérios prejuizos a
pecuaria, pois além da morte consequente a doenga, os animais agredidos
perdem peso devido a anemia, e apresentam lesdes em diversas partes do
corpo o que prejudica a qualidade do couro causando grandes perdas

econdmicas aos criadores (OPAS, 2001).

Segundo dados da Organizagcdo Panamericana de Saude (OPAS, 2004),
foram notificados em 2004 nos paises das Américas 2797 casos de raiva em
bovinos, 87% mais casos que em 2002. Destes, 2591 (92,6%) ocorreram na
América Latina; 130 (4,6%) na América do Norte e 76 no Caribe e Guatemala.
Na América Latina, o Brasil notificou 60,6% dos casos, seguido pelo México,
13% e nos Andes, 8,9%.

A ocorréncia dos casos de raiva esta diretamente relacionada a
predominancia da espécie de herbivoros criados na regiao (MOLINA, 2004).
Dados obtidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
referem que o Brasil é o pais que apresenta o maior rebanho bovino do mundo,
com aproximadamente 202,2 milhdes de cabecas em 2008 (JUNIOR, 2009).

De acordo com o Programa Nacional de Controle da Raiva dos
Herbivoros (PNCRH), entre os anos de 1987 a 2008 foram notificados no Brasil
55.780 casos confirmados em bovinos (BRASIL, 2009).

Em 2006, foram registrados oficialmente no pais 2443 casos de raiva em

herbivoros sendo destes, 2221 na espécie bovina. Apesar de a doenca ser
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considerada endémica, ou seja, com incidéncia em todas as regides, 55%
desses casos registrados ocorreram nos estados de Minas Gerais, Mato
Grosso, Goias e Parana (AGRO REDE ESPECIAL, 2007), o que coincide com
a distribuicdo do rebanho no territério brasileiro, a qual mostra que a maior
populagdo bovina esta concentrada na regido Centro-Oeste. Nessa regiao,
encontra-se cerca de um tergco do rebanho nacional, com destaque aos
Estados do Mato Grosso do Sul e Mato Grosso, sendo representantes de 13,24
e 11,07 %, respectivamente do rebanho brasileiro. Em segundo lugar situam-se
a Regidao Sudeste, especialmente os Estados de Minas Gerais e Sao Paulo,
com 12,5 e 7,13 %, respectivamente, seguidos pelos Estados do Sul, Nordeste
e Norte (SEAG, 2007). Dados parciais obtidos pela Secretaria de Vigilancia em
Saude em 2008, relatam que no Brasil, neste ano, foram notificados 1012
casos de raiva animal sendo que em 742 destes a espécie animal envolvida
era a bovina (WADA, 2008).

Dados acumulados do Estado de Sao Paulo, obtidos aos anos de 2002
a 2007 reportam 1085 casos de raiva animal, destacando a espécie bovina,
com 492 casos confirmados (BRASIL, 2009).

Neste mesmo Estado, em 2007 foram notificados 38 casos de raiva
bovina, enquanto que dados parciais relativos a 2008, registravam no estado
91 casos, observando-se um importante aumento no numero de animais
infectados pelo virus (WADA, 2008).

Devido o aumento nos casos de raiva em bovinos, a Secretaria de
Agricultura e Abastecimento criaram a Coordenadoria de Defesa Agropecuaria
no final de 1998, responsavel por definir as normas estaduais de controle da
raiva nos herbivoros, onde estabelece normas para execugdo do projeto de
controle da doenga nos herbivoros, contido no capitulo lll, artigo 18 o qual
determina a obrigatoriedade da vacinagao nas areas de ocorréncia de raiva a
partir de novembro de 2001 (SAO PAULO, 2002).
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CONTROLE E PROFILAXIA

Os esforgos para controle da raiva estdo ligados as estratégias
regionais, que vao se adequando aos avangos dos programas nacionais, a
mudanga na situagdo da raiva, e as modificagbes no ecossistema dos

reservatorios tanto humanos como silvestres (RUIZ & ALVAREZ, 1998).

A raiva dos herbivoros € controlada pela vacinacdo de animais em areas
de foco e periféco da doenca e pelo controle das populacbées de morcegos
hematofagos (SINDAM, 2007; BRASIL, 2009).

Atualmente o combate aos morcegos € realizado pelo método seletivo
(uso de redes especiais e pastas anticoagulantes) o qual evita a destruicao de
espécies de morcegos insetivoros e frugivoros. A captura de morcegos deve
ser realizada pela equipe da defesa sanitaria animal, pois necessita de equipes
estruturadas, com pessoas devidamente treinadas e imunizadas (BRASIL,
2009).

Para a vacinagao, a indicacao é a utilizagcao de vacinas inativadas, que
representam atualmente 95% das vacinas para bovinos comercializadas no
Brasil (SIDAM, 2007; BRASIL, 2009).

O virus da raiva, por sua natureza protéica complexa, e por possuir
RNA, constitui-se em bom indutor de imunidade, quando comparado a outros
virus. Isto significa que, em condigbes de campo, os animais vacinados
apresentam bom nivel de Ac e imunidade duradoura apés a vacinagao (VAN
KAMPEN, 1999).

O objetivo da vacinagdo € proporcionar imunidade, tanto em seres
humanos quanto em animais, induzindo resposta especifica através da
imunidade humoral e celular, estimulando a produgcdo dos AcSN contra o
antigeno vacinal (SANTOS et al., 1980).

Os niveis de Ac induzidos pelas vacinas variam de acordo com a
poténcia da cepa utilizada, o estado imunitario e nutricional dos animais, além

das variantes antigénicas virais (ITO et al., 1991).
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Varios tipos de vacinas contra raiva foram utilizadas para imunizacao de
seres humanos e animais domésticos. As vacinas mais antigas eram
produzidas a partir de tecido nervoso de animais infectados pelo virus rabico e
inativados com formalina, éter e outras substancias que destroem a particula
viral (VAN KAMPEN, 1999).

Todas as vacinas para herbivoros, atualmente comercializadas no Brasil
sdo produzidas em culturas celulares, e inativadas de forma a se apresentarem
absolutamente indcuos para todos os animais susceptiveis a doenga (KOTAIT,
2009).

A vacina atenuada esta associada a inducdo de resposta rapida,
elevada e imunidade persistente. Se consideradas as dificuldades de
armazenamento existentes em um pais tropical, a possibilidade de reversao da
atenuacdo e o despreparo dos vacinadores entendem-se que as citadas
vantagens deste tipo de vacina n&do sdo obtidas, pois quando conservada
inadequadamente, resulta em uma concentracao viral bem inferior a esperada,
visto a termolabilidade do virus atenuado (VAN KAMPEN, 1999).

O advento das vacinas em cultura de tecido celular replicadas em
linhagens de células especificas, levou ao uso generalizado de vacinagéo
antirrabica em todo o mundo, tanto em seres humanos como em animais.
Estas vacinas tém demonstrado serem altamente antigénicas, seguras e
econbmicas com a duracdo da imunidade por periodos de um a trés anos,

dependendo da espécie em que a vacina foi utilizada (VAN KAMPEN, 1999).

As vacinas inativadas, embora ndo apresentem as vantagens das
atenuadas, no que se refere a rapidez e durabilidade da resposta imune, tem
como fatores importantes a inocuidade e termoestabilidade. Todas contem
adjuvantes, como Hidréxido de Aluminio e saponinas, o que faz com que a
resposta imunoldgica seja equiparavel as vacinas atenuadas, quando

conservadas em condi¢des ideais (KOTAIT, 2009).

Pelo exposto, a Comissdo Especial de Raiva dos Herbivoros e

Quirdpteros, ligados ao Programa de Controle da Raiva do Estado de Séo
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Paulo, tem recomendado o uso da vacina inativada em todo o Estado (KOTAIT,
2009).

Atualmente, apenas os estados das regides Norte, Nordeste e parte do
Centro-Oeste utilizam principalmente a vacina atenuada e os estados das
regides Sudeste, Sul e parte do Centro-Oeste, a vacina inativada (KOTAIT,
2009).

No Brasil, a instrucdo Normativa n°. 5, de 1° de margco de 2002,
preconiza que a vacinagao dos herbivoros seja realizada com vacina contendo
virus inativado, na dosagem de 2mL por animal, independentemente da idade,
sendo aplicada por via subcutanea ou intramuscular. A vacinagdo compulséria
€ recomendada quando da ocorréncia dos focos da doenca e deve ser adotada
preferencialmente em bovideos e eqliideos com idade igual ou superior a trés
meses. Porém, em animais com idade inferior a trés meses, podera ser
orientada caso a caso, de acordo com avaliacido técnica de um médico
veterinario. Animais primovacinados deverdo ser revacinados 30 dias apds a
primeira vacinacdo. E importante ressaltar que os animais nascidos apés a
vacinagao do rebanho deverao ser vacinados quando atingirem a idade de trés
meses (BRASIL, 2009).

Falhas vacinais podem ocorrer com frequéncia em herbivoros, em
decorréncia do armazenamento inadequado das vacinas, principalmente as
vacinas contendo virus atenuado (ESDALL, 1969; SUREAU & ARELLANO,
1971), da via de administracéo errénea, do estado fisiolégico do animal e da
idade no momento da primo vacinagao (PASTORET et al., 1985), da excessiva
carga viral a qual os animais sao submetidos (SUREAU & ARELLANO, 1971)
ou ainda pela infecgdo com variantes do virus rabico (HIROSE & VILLEGAS,
1996).

Na raiva ndo existe predisposicao de raga, sexo ou idade, mas uma
prevaléncia maior da doenca pode ser observada em animais jovens
(LANGOHR et al.,, 2003). A ocorréncia de numerosos casos em bezerros
abaixo de um ano de idade pode estar relacionado principalmente ao estado

imunitario dessa categoria animal, uma vez que nessa fase ocorre o declineo
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da imunidade colostral e os animais ainda n&do foram vacinados contra raiva, ou
quando o foram, na maioria das vezes, nao receberam o reforgo vacinal, e, em
animais recentemente vacinados, que, provavelmente, estavam incubando a
doenca (LEMOS et al., 2001; MORI et al., 2004).

Estudos para avaliagdo dos niveis de Ac em bovinos vacinados contra
raiva tém sido realizados por diferentes pesquisadores na América do Sul € no
Brasil (ARNOLD et al., 1973; ALBAS et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2000;
ALBAS et al. 2004; ALBAS et al., 2006) em condi¢des experimentais. Nestes
trabalhos foram avaliados diferentes periodos pds-vacinais, porém sao
escassas as publicacbes relativas ao calendario ideal para o inicio da
vacinagao antirrabica em bezerros, e pouco se conhece quanto a interferéncia

de Ac colostrais na vacinagao nestes animais (CHRISTOPHER et al., 2008).

Em estudo realizado por LIMA et al. (2005), nos 25 casos de raiva
bovina diagnosticados no Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Campina Grande, Paraiba, no periodo de janeiro de 2002 a agosto de 2004, foi
observada uma maior prevaléncia em animais jovens, com menos de dois anos
de idade. Os autores justificaram esse fato em fungdo de menor imunidade
desses animais por ndo terem sido revacinados apds 30 dias da primeira
vacinagao, realizada aos trés e quatro meses de idade. A mesma situacao foi
observada no Mato Grosso do Sul onde também se observou uma maior
prevaléncia em animais jovens (LANGOHR et al., 2003; MORI et al.,2004;
LEMOS 2005).

A presenca de AcSN em bovinos vacinados contra a raiva € um bom
indicador da eficacia da vacina utilizada (ATANASIU, 1973).

ALBAS et al., (2004) Avaliaram a resposta imune humoral induzida por
dez lotes de diferentes vacinas antirrabicas em 139 bovinos primovacinados
em Presidente Prudente-SP. Os resultados mostraram diferengcas importantes
quanto a capacidade de diferentes tipos de vacinas de induzirem titulos de Ac
antirrabicos. Das dez vacinas antirrabica testadas, trés delas apresentaram

percentuais de 52,9, 73,3 e 80 de animais nao reagentes, demonstrando que
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estes animais poderiam estar expostos a infeccao pelo virus em decorréncia de

falhas vacinais.

Alguns pesquisadores também relataram resultados semelhantes,
confirmando que a resposta imune induzida por apenas uma dose de vacina,
nao induz altos titulos de Ac (SILVA et al.,, 2000; UMEHARA et al., 2002;
QUEIROZ DA SILVA et al., 2003; PIZA et al., 2002). No entanto, quando se faz
uso de doses de reforco, os titulos aferidos se tornam bastante superiores
(ALBAS et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2000).

E importante considerar que na imunoprofilaxia da raiva podem ser
observados insucessos, mesmo quando da utilizagdo de vacinas de
comprovada eficacia ou em tratamentos antirrabicos instituidos logo apés a
agressao (WIKTOR, 1982).

No que se refere ao periodo de imunidade e eficacia da vacina
antirrabica, BAUMGARTEN et al., (1976) em um acompanhamento vacinal em
bovinos no México durante um periodo de trés anos, relataram 100% de
efetividade nos animais vacinados com a vacina antirrabica inativada,

produzida em cultivo de tecidos.

Em um estudo com 35 bovinos, ALBAS et al., (1998) relataram que o
reforco vacinal induziu a uma maior permanéncia dos AcSN. Os autores
observaram que dos 21 animais que receberam uma dose de reforco 30 dias
apos a primo vacinagao, quatro mantiveram titulos de AcSN maior ou igual a
0,5Ul/mL apés 360 dias, contrariamente ao grupo que nao recebeu o reforgo,

onde apenas um animal apresentou titulo igual a 0,5Ul/mL, 270 dias apos.

Em 2006, ALBAS et al., seguindo esta mesma linha de pesquisa,
compararam em trés grupos de bovinos (A, B e C) os niveis de AcSN induzidos
por vacina inativada contra raiva usando trés protocolos alternativos de
imunizagao. O grupo A recebeu uma unica dose de vacina, o grupo B uma
dose com reforgo apos 30 dias e o grupo C uma dose com reforgo apds 180
dias demonstrando que o titulo de Ac do grupo C foi superior e também se
mantiveram mais elevados por um periodo mais longo quando comparado com

os outros dois grupos.
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SILVA et al., (2000) no Estado de Sao Paulo, avaliaram a resposta de
Ac em bovinos vacinados com duas doses de vacina inativada (PV) e com uma
dose de vacina atenuada (ERA), e ndo observaram diferenga significativa entre
os titulos de Ac nos animais soropositivos. Entretanto, os titulos de Ac dos
animais vacinados com uma unica dose de vacina atenuada diminuiram a partir
dos 150 dias, ao contrario dos animais vacinados com duas doses de vacina
inativada nos quais os titulos mantiveram-se inalterados até os 180 dias apds a

revacinagao.

QUEIROZ DA SILVA et al., (2003) avaliaram os titulos de Ac antirrabicos
em 100 bovinos de diferentes propriedades da regido de Aragatuba-SP,
vacinados em condi¢bes de campo pelos proprietarios ou encarregados do
rebanho. Foram utilizadas trés diferentes vacinas comerciais, sendo dois
grupos (A e B) com dois tipos de vacina inativada e um grupo (C) com vacina
de virus vivo modificado. Os animais foram avaliados durante 12 meses, nos
quais se observou queda do titulo de Ac em 45% dos animais vacinados com
vacina atenuada e 10% nos vacinados com a inativada, enfatizando a
importancia da utilizagdo das vacinas inativadas contra raiva, de acordo com a
recomendagao oficial, devendo-se realizar o reforco dos animais primo
vacinados e revacinar anualmente ou semestralmente de acordo com as

caracteristicas epidemiolégicas da regiao.

Comparativamente com a imunidade ativa descrita acima, a imunidade
passiva transferidas através do colostro aos bezerros apds o nascimento, tem
duracao limitada, tendo sido verificado que ela é evidénciavel por um periodo
relativamente curto, ao passo que a imunidade ativamente induzida pela
vacinagcao € em muitos casos mais duradoura. Os ungulados recém-nascidos
apresentam essa capacidade de produzir Ac pouco desenvolvida, sendo a sua
protecdo inicial conseguida pela transferéncia passiva de imunoglobulinas (1g)
da mée para o recém-nascido (PORTER, 1972). A via através a qual os Ac
maternos alcangam o feto é determinada pela estrutura da placenta. A placenta
dos ruminantes € sindesmocorial, ou seja, o epitélio coribnico esta em contato
direto com os tecidos uterinos. Esse tipo de placenta impossibilita totalmente a

passagem transplacentaria das moléculas de Ig e os recém-nascidos dessa
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espécie sao, portanto, dependentes dos Ac recebidos através do colostro e do
nivel da imunidade sistémica das maes (CHAMPPUIS, 1998; TIZARD, 2004;
ELIZONDO-SALAZAR & HEINRICHIS, 2008).

Apesar de todos os componentes para o desenvolvimento imune dos
bezerros recém nascidos estarem presentes logo apds o nascimento, estes sao
poucos funcionais até que atinjam pelo menos de duas a quatro semanas de
vida, se desenvolvendo de forma lenta e gradativa até a maturidade do sistema
imune (CHASE et al., 2008; CHRISTOPHER et al., 2008; CORTESE, 2009).

A imediata exposigao a agentes infecciosos, ao nascimento, implica que
0s animais neonatos possuam um mecanismo de defesa apropriado. A
imunizagdo passiva, através da absorcdo de Ig presentes no colostro,
consequentemente, é considerada como o processo natural mais significativo
para conferir uma protecdo imunitaria eficaz, nas fases iniciais da vida do
bezerro (ROBISON et al.,, 1988; TIZARD, 2004; ELIZONDO-SALAZAR &
HEINRICHIS, 2008).

Durante o seu desenvolvimento, os bezerros recém-nascidos estio
sujeitos a diversos efeitos imunomoduladores. Além disso, as vacas também
produzem estrogénio e cortisol antes e durante o parto, que tem efeitos
imunossupressores, como parte do processo de parturicdo (CORTESE, 2009).
Os bezerros também produzem altos niveis de cortisol no momento do
nascimento devido ao “stress” fetal; estes niveis permanecem elevados durante
a primeira semana de vida contribuindo no processo de absorcdo das
imunoglobulinas pelo trato gastrintestinal (CHRISTOPHER et al.,, 2008;
CORTESE, 2009).

O colostro tem em sua composigao todos os fatores necessarios para a
sobrevivéncia do neonato, dentre os quais as Imunoglobulinas (lg), como os
componentes mais importantes, pois garantem a imunidade do animal no
periodo pés-natal (CHAMPPUIS, 1998; TIZARD, 2004; ELIZONDO-SALAZAR
& HEINRICHIS, 2008). Em animais domésticos, o colostro é rico em IgG e IgA,
possuindo também IgM e IgE. A IgG é a imunoglobulina com maior

concentragéo no plasma, compreendendo de 65 a 80% do total de Ig. A IgM
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corresponde aproximadamente 5 a 10% de todas Ig presentes na circulagao
sanguinea (OLSEN & KRAKOWKA, 1979; GORMAN & HALLIWELL, 1989).
Nos ruminantes, a IgGs é a classe imunologica predominante, tanto no leite
como no colostro (TIZARD, 2004).

Sendo assim, o sucesso da transferéncia de imunidade passiva através
do colostro para os bezerros recém-nascido esta, sobretudo, dependente de
trés fatores: qualidade do colostro, quantidade ingerida e o tempo da ingestao,
pois a transferéncia de Ig da corrente sanguinea da mé&e para a glandula
mamaria ocorre principalmente proxima ao parto e geralmente diminui apds o
nascimento do bezerro (BESSER & GAY, 1994; MOREIN et al., 2002).

Conclui-se, portanto, que a sobrevivéncia de bezerros esta intimamente
vinculada a uma adequada transferéncia de imunidade passiva por meio do
colostro, pois quanto mais elevados os niveis de Ig no soro, melhor sera a
defesa contra agentes infecciosos pelo menos durante o periodo da 2% a 42
semanas de vida (CHRISTOPHER et al., 2008; MOREIN et al., 2002). Bezerros
que ingerem o colostro logo apds o nascimento tém grande concentragao de Ig
no soro, enquanto que os bezerros privados do colostro apresentam apenas
vestigios durante os trés primeiros dias de vida (CHRISTOPHER et al., 2008).

No que se refere aos animais de produgdo em geral, deve-se destacar
que existe uma grande variabilidade na persisténcia dos Ac maternos. Um dos
fatores importantes desta persisténcia, € o titulo no soro de suas respectivas
maes (CHAMPPUIS, 1998; TIZARD, 2004; WEAVER et al., 2000). Por outro
lado, estes altos niveis de Ac passivos podem também interferir na resposta
imune frente aos desafios vacinais nestes animais, impedindo uma resposta
adequada na imunidade ativa (FULTON et al., 2004).

Este problema tem sido demonstrado com varios patégenos, incluindo o
Virus respiratério sincicial (BRSV), herpesvirus bovino-1 (BHV-1) e Pasteurella
haemolitica. A maioria dos Ac maternos tem uma meia vida de 16 a 28 dias, e
o periodo de inicio das vacinagdes pode variar de trés semanas a oito meses
dependendo do antigeno utilizado (CHRISTOPHER et al., 2008).
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Estudo realizado por DONOVAN et al., em 2007, mostrou que bezerros
ao receberam colostro fresco contendo células sanguineas materna
responderam ao estimulo com o virus da diarréia viral bovina (BVDV), 24 horas
apdés o nascimento. Estes estudos fornecem evidencia de que células vivas
presentes no colostro materno podem estimular e talvez melhorar a resposta
imune de bezerros se expostos a estimulos imunolégicos, como vacinagao ou

infecgao.

Nos bovinos, é essencial que os recém-nascidos mamem o colostro até
as 24 horas pés-nascimento, porque a concentragcao das enzimas proteoliticas
nos intestinos € muito baixa nas primeiras horas apés o nascimento e desta
forma, as imunoglobulinas obtidas através da ingestdo do colostro alcangam o
intestino delgado onde s&o absorvidas atingindo as células epiteliais por
pinocitose, passando completamente para dentro dos capilares intestinais
alcangando o sistema circulatério resultando em absorcdo macica de Ig
maternas (CHAMPPUIS, 1998).

Em bezerros, os niveis de IgG alcangam os valores minimos por volta
dos 60 dias de idade, em contraste com as variagdes das fragdes IgM e IgA,
que diminuem mais rapidamente, alcangando as menores concentracdes em
torno de 21 dias de idade (OLSEN & KRAKOWKA, 1979; PERINO et al., 1995).

Pode, porém, existir falha de uma transferéncia de Ac colostral
adequada devido a alguns fatores como: produgdo de colostro insuficiente ou
de ma qualidade, volume do colostro ingerido, a concentragdo de IgG no
colostro, idade da vaca na primeira gestagcdo e o peso do bezerro ao
nascimento (CHASE et al., 2008, ELIZONDO-SALAZAR & HEINRICHIS, 2008).

Na vacinacédo antirrabica de animais jovens, assim como em qualquer
outra vacina, a presenca de Ac colostrais pode inibir o estabelecimento da
imunidade ativa (PRECAUSTA et al., 1982; TIZARD, 2004). Isso pode ser
decorrente em parte de um feedback negativo, através do qual a conjugacéao
dos Ac especificos com os receptores de fragmento cristalizavel de
imunoglobulina das células B, bloqueia a atividade do receptor da célula B e

consequentemente inibe a producdo adicional de mais Ac da mesma
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especificidade, impedindo dessa forma, sucesso na vacinagcdo em animais
jovens, pois os Ac maternos mascaram epitopos dos agentes vacinais,
impedindo seu reconhecimento pelas células B, logo, a resposta imune sé se
desenvolve quando os ac maternos caem abaixo do limiar critico. Esse periodo
refratario pode durar meses, dependendo da quantidade de Ac transferidos

para o neonato e da meia vida da Ig (TIZARD, 2004).

BERNARDI e ITO (2000) avaliaram a transferéncia e a interferéncia da
imunidade materna aos seus descendentes apds a vacinagao antirrabica em
hamsters utilizando fémeas vacinadas e ndo vacinadas e vacinando seus
descendentes na idade de sete, 14, 21 e 30 dias de vida. Trinta dias apés, os
filnotes foram desafiados com a inoculagdo do virus rabico CVS pela via
intracerebral. Percentuais de mortalidade de 97.0, 76.9, 60.9 e 24.0 foram
observados em filhotes vacinados aos sete, 14, 21 e 30 dias respectivamente,
nascidos de maes vacinadas. Por outro lado, nos filhotes de mé&es n&o
vacinadas estes percentuais foram de 51.4, 28.6, 8.7 e 0.0, constatando assim
que a resposta imunologica a vacinagao, de filhotes nascidos de maes
vacinadas, foi menor quando comparada com a observada nos filhotes de
maes n&o vacinadas sugerindo a interferéncia dos Ac colostrais frente a

vacinagao.

O estudo da competéncia imunolégica dos animais jovens € importante
para entender e planejar esquemas de vacinagdo que aumentem a resisténcia
do rebanho as doengas infecciosas (INGRAM & SMITH, 1965; PASTORET et
al., 1985; AGHOMO, 1990).

SILVA et al. (2008) monitoraram a imunidade passiva em bezerros
alimentados com colostro de vacas imunizadas e ndo imunizadas com vacina
contra rotavirus e constataram que a imunizacdo materna ndo protegeu
efetivamente os bezerros das infecgdes naturais por estes agentes, pois,
apesar de aumentar os titulos séricos de Ac antirrotavirus nos animais
vacinados, nao foi capaz de impedir a ocorréncia da rotavirose nos bezerros

alimentados com colostro das vacas imunizadas, porém, a imunidade ativa foi
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mais tardia e menos intensa, indicando que os anticorpos maternos poderiam

estar suprimindo a resposta imune.

Em estudo realizado por BUNN (1988), a interferéncia na vacinagéo de
bezerros com a vacina constituida por amostra viral SAD também foi atribuida
a Ac colostrais. O autor observou, entretanto, que o titulo de Ac mensurado nos
bezerros mais jovens foi extremamente menor e ndo correlacionado com o
titulo das maes apds o nascimento. Desta forma considerou que, uma vez que
bezerros de maes nao vacinadas ndo haviam sido incluidos nesse estudo,
existia a possibilidade de ter ocorrido uma resposta imune inadequada em
animais jovens, decorrente da resposta imunoldgica insuficiente muito mais que

da interferéncia dos Ac colostrais.

Pesquisa realizada na Bolivia por ARNOLD et al., (1973), avaliaram a
possibilidade da interferéncia de Ac colostrais maternos contra raiva em
bezerros, filhos de maes revacinadas seis meses antes do parto com vacina
ERA. Os bezerros foram vacinados com uma unica dose da mesma vacina aos
quatro, cinco, seis e sete meses de idade. A média de titulos de AcSN entre os
quatro grupos foi de 5.0, 7.7, 15.8 e 31.9 Ul/mL respectivamente, sendo
detectados Ac maternos até o 6° més de idade. Os resultados indicaram
interferéncia sobre a resposta da vacinagdo em bezerros jovens recomendando

a revacinagao aos 12 meses de idade.

Em pesquisas anteriores com vacas primovacinadas e n&do submetidas
ao reforgco vacinal, observou-se interferéncia de Ac colostrais em bezerros
filnos de maes vacinadas, vacinados aos dois e quatro meses de idade,
evidenciado por menor numero de animais que soroconverteram 15 dias apos
a vacinagdo antirrabica. Apdés o reforco vacinal, no entanto, os bezerros
responderam a vacina de forma similar. Adicionalmente, neste experimento, os
autores observaram auséncia de soro conversao em nove (35,7%) de 30
vacas, caracterizando possiveis falhas vacinais sugerindo a necessidade do
refor¢o vacinal (GERONUTTI, 2002).

Tem-se preconizado a primo vacinacdo aos trés meses de idade com

reforco vacinal apés 30 dias na profilaxia da raiva. Até essa idade, a maioria
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dos bezerros, provenientes de maes vacinadas, tém Ac de origem colostral em
niveis satisfatoérios para a protecdo. Quando os bezerros séo filhos de maes
nao vacinadas, devem ser vacinados logo ao nascer, pois embora n&o tenham
um sistema imunoldgico tdo competente quanto de animais mais velhos, a
vacinagao precoce vai ativar as células de memodria, colaborando com uma

futura resposta imunolégica (KOTAIT, 2009).

SOULEBOT (1978) refere que, para ser efetiva, € contra indicada
a vacinagao antes dos quatro meses de idade em animais filhos de maes
vacinadas. De acordo com o mesmo autor, de forma ideal, os bezerros devem
atingir a idade de nove meses antes de serem vacinados. Quando vacinados
entre quatro e seis meses, € aconselhavel o reforgo vacinal antes de atingirem

um ano de idade.

O calendario da administracdo de muitas vacinas envolve a estimativa
do momento em que o nivel de Ac maternos é baixo o suficiente para induzir
uma resposta imune ativa nos bezerros visando fornecer imunidade para um
determinado antigeno vacinal, pois a maioria dos Ac maternos tem um declinio
entre 16 a 28 dias apds o nascimento (FULTON et al., 2004).

Desta forma, considerando a obrigatoriedade da vacinagdo e
revacinacao antirrabica em areas de ocorréncia da doenga, assim como, a
orientagcdo da vacinacdo em bezerros a partir de trés meses de idade, com
permissdo de vacinagao mais precoce de acordo com a avaliagdo técnica do
médico veterinario responsavel (PNCRH) partiu-se da hipétese de que ha a
possibilidade de interferéncia na vacinacdo antirrabica decorrente dos Ac
colostrais em bezerros filhos de fémeas revacinadas, o que reduziria 0 sucesso

dos programas de controle da enfermidade.
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Considerando a necessidade do controle da raiva em herbivoros,
fundamentada na vacinagado e revacinagao dos animais, pretendeu-se neste
experimento avaliar a possivel interferéncia de anticorpos colostrais na
vacinagao antirrabica em bezerros com dois, quatro e seis meses de idade,

filhos de maes revacinadas contra a raiva.




Z. Material ¢ Métodos




Material e Métodos 46

4.1. SELEGAO DOS ANIMAIS

Os animais utilizados no trabalho pertencem a Fazenda experimental da
FMVZ — UNESP - Botucatu, situada a Rodovia Marechal Rondon, municipio de
Sao Manuel.

4.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram selecionadas 40 vacas adultas, nelore, que se encontravam no
terco final de gestacao. Estes animais foram revacinados contra a raiva um ano
apos a primo vacinagao, juntamente com a vacinagdo de febre aftosa, e
mantidas em observagdo até o nascimento dos bezerros, que mamaram o

colostro livremente, sem interferéncia externa.

Foi colhido sangue das mé&es 48 horas apos o nascimento dos bezerros

para avaliacado do titulo de AcSN antirrabicos.

Neste mesmo momento, os bezerros foram divididos em lotes e
coletado sangue para avaliagdo do titulo de AcSN antirrabicos. Foram
constituidos quatro grupos compostos de dez bezerros independentes do
sexo, sendo um grupo de bezerros ndo vacinados, e trés grupos que foram
vacinados, respectivamente, aos dois, quatro e seis meses de idade e
submetidos a reforgo vacinal apés 30 dias. Os animais foram acompanhados
sorolégicamente 15 dias apdés cada vacinagdo e mensalmente até

completarem um ano de idade.

Os resultados foram avaliados comparativamente entre os diferentes

grupos.




Material e Métodos 47

4.2.1. Grupo de vacas revacinadas

Dia zero: 40 vacas, em terco final de gestagao, foram revacinadas por

%1

via subcutanea, com vacina inativada *' contendo = 1 Ul INH de virus fixo
Pasteur em volume de 2mL, acrescido de hidréxido de aluminio e saponina gsp
como adjuvantes. Apds o nascimento, as vacas juntamente com seus bezerros

foram divididos em quatro grupos compostos por dez animais.

4.2.2. Grupos de bezerros:

» Grupo A: bezerros nao vacinados

=  Grupo B: bezerros vacinados aos dois meses

= Grupo C: bezerros vacinados aos quatro meses

= Grupo D: bezerros vacinados aos seis meses

4.3. COLHEITA DE MATERIAL

4.3.1. Selegao e colheita de sangue dos animais

Foram colhidas amostras de sangue de todos os bezerros 48 horas
apos o nascimento, juntamente com sangue de suas maes. A colheita dos
materiais foi realizada apds assepsia local com alcool iodado. O sangue foi
colhido através de venopungao jugular utilizando-se sistema a vacuo estéril
sem anticoagulante (Vacuttainer), retirando-se aproximadamente 10mL de
sangue por animal. Apds retragao e retirada do coagulo, cada aliquota de soro
foi armazenada em tubos tipo eppendorf®, identificada e conservadas em

freezer (-20°C) até a realizacéo das provas sorolégicas.

'+ Alurabiffa Merial
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4.3.2. Soroneutralizacao em cultura celular (SN)

As provas soroldgicas foram realizadas no laboratério de raiva do Centro
de Controle de Zoonose, Sao Paulo-SP. Os soros obtidos dos animais foram
descongelados no momento da realizagdo da prova, inativados a 56°C por 30
minutos e diluidos a 1:5 com meio Eagle enriquecido e acrescido de antibidtico,
sendo realizadas diluigdes em placas de 96 pogos, da seguinte forma: 20ul de
soro teste e 80ul de meio no primeiro pogo e 50ul de meio nos trés pogos
seguintes. O soro e o meio de cultura do primeiro pogo, apds a diluicdo foram
homogeneizados com micropipetas e 50ul transferidos aos pogos
subsequentes da coluna vertical. A cada pogo foi adicionado 50 pl do virus PV
pré titulado e as placas incubadas por 1h a 37° C em estufa de CO,, apds o
que foi adicionado, a cada pogo, 50 ul de suspensdo de células BHK (73°
passagem). As placas foram mantidas em estufa de CO, a 37°C por 24hs, para
realizacédo da leitura em microscopio de imunofluorescéncia (SMITH et al.,
1973; FAVORETTO et al., 1993).

Utilizou-se soro antirrabico padrao previamente titulado em unidades
internacionais (Ul) como referencia, sendo considerados 0,5Ul/mL como titulo
protetor (ALBAS et al., 1998).

4.3.3. Imunofluorescéncia direta (IFD)

Para a realizagao da IFD, foi realizada a aspiragao dos sobrenadantes
dos pocgos das placas de cultivo celular com micropipeta de oito canais, sendo
a camada celular fixada com solugao de acetona 80% por dez minutos a -20°C.
Apos a retirada da acetona, as placas fixadas foram secas em estufa a 37°C,
adicionadas a cada poc¢o 50 uL de conjugado antirrabico e mantidas em estufa
a 37°C por 1 hora. Em seguida, foi realizada uma lavagem com solugéo salina
tamponada, seguida de uma lavagem com agua destilada. Apos as placas
estarem secas, acrescentou-se uma gota de glicerina tamponada pH 8,5 por
poco e a leitura foi realizada com o auxilio de um microscépio de
imunofluorescéncia em objetiva 16X. O titulo final dos soros foi considerado
tomando como base a ultima diluicdo em que se observou 50% de
neutralizag&o viral e calculada através de regra de trés frente ao soro padrao.
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4.4. ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas as seguintes analises estatisticas:

Analise exploratéria e comparagao entre bezerros ndo vacinados e
vacinados em diferentes idades em relagdo a variacdo em percentual dos
titulos de AcSN dos bezerros 48 horas apdés o nascimento em relacdo aos
titulos de AcSN maternos, pelo teste de Kruskal-Wallis para amostras

independentes.

Comparacédo entre as idades na 12 vacinagdo em relagdo ao titulo
soroldgico por meio do teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para
comparagdes multiplas apods aplicacdo do teste de Shapiro-Wilk para
verificagdo do ajuste da distribuigdo normal ao desafio investigado (SIEGEL &
CASTELLAN, 1988; CORDER & FOREMAN, 2009).

Comparacao entre as idades na primeira vacinacdo em relagcdao ao
percentual de bezerros desprotegidos (titulo abaixo de 0,5Ul/mL) por meio do

teste de Qui-quadrado ou pelo teste exato de Fisher.

Comparacao entre as idades na primeira vacinacdo em relagcdo ao
percentual de bezerros soro convertidos (aumento de titulo de no minimo
quatro vezes entre dois momentos de observagao) pelo teste de Qui-quadrado

ou pelo teste exato de Fisher.

Resumo descritivo dos titulos de AcSN antirrabicos dos bezerros nao
vacinados e dos vacinados aos dois, quatro e seis meses de idade ao longo do
periodo estudado nos diferentes momentos representados em mediana e

quartis.

Para exploragcdo dos dados e anadlises estatisticas foram utilizados os

programas SPSS v15.0 e GraphPad Prism v4.

As diferengcas estimadas foram consideradas estatisticamente

significativas se p < 0,05 em qualquer teste estatistico aplicado.




5. Resultados
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Foram avaliados os titulos de AcSN das vacas e dos bezerros 48 horas
poOs parto e mensalmente nos grupos de bezerros vacinados ou ndo vacinados,
a partir de 15 dias apos a vacinacgéo (PV1) e revacinagéao (PV2) nos grupos de
bezerros vacinados nas diferentes faixas etarias. Os resultados detalhados

estao apresentados no Anexo 1.

Quando considerados os titulos de AcSN dos diferentes lotes de
bezerros comparativamente ao titulo de AcSN materno 48 horas pos
nascimento observou-se que dos bezerros ndo vacinados e vacinados aos
dois, quatro e seis meses de idade 10%, 11%, 30% e 20% respectivamente,
apresentaram titulo de AcSN superiores aos de suas respectivas maes. Titulos
de AcSN inferiores ao materno foram observados nos bezerros ndo vacinados,
vacinados aos dois e seis meses 10%, 11%, e 10% enquanto que os bezerros
vacinados com quatro meses, 0% apresentaram titulos de AcSN inferiores ao
materno. AcSN iguais ao materno foram determinados em 80%, 77%, 70% e
70% dos bezerros ndo vacinados, vacinados aos dois, quatro e seis meses de
idade respectivamente. Os resultados demonstraram haver uma relacio direta

entre o titulo materno e o adquirido via colostro pelos bezerros (Figura 1).

% fi
] 70 70
= Bezerros com titulos:
.% B Menores que os titulos maternos
E O lguais aos titulos maternos
# 20 O Maiores que os titulos maternos

20

100 (10 111] |11 10

0

GrupoA  GrupoB  GrupoC  GrupoD

Figura 1 - Distribuicdo da variagdo (em %) dos titulos AcSN dos bezerros 48
horas pds nascimento em relagdo aos titulos AcSN maternos, segundo idade
na vacinagao.




Resultados 52

Outro fator de importancia para a constituicado dos grupos e interferéncia
de anticorpos maternos na vacinagao antirrabica dos bezerros nas varias faixas
etarias seria a diferenca de titulos de anticorpos nos grupos de bezerros
constituidos. Desta forma a avaliagao estatistica demonstrou que com base no
teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes, que nado houve diferenca
significativa entre os grupos formados em relagao a transferéncia de anticorpos

colostrais (Tabela 1).

Tabela 1 — Resumo descritivo da variacdo em percentual dos titulos dos
bezerros 48horas apos o nascimento e o titulo materno segundo idade na
vacinagao

Idade na vacinacgao

Grupa A Grupo B Grupo C Grupo D pO
Nao vacinados vacinados vacinados
vacinados aos 2meses aos 4 meses aos 6 meses
Média + Desvio-padrao 0,80 + 13,5 8,3+35,2 9,7+15,6 5,8+20,8 0.576
Mediana (Quartis) 0,0(0,0;0,00 0,0(,;00) 0,0(0,0;325) 0,0(0,0;8,1) ’

(*) Teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes.

Foram avaliadas as respostas a vacinacao e revacinagao dos diferentes

grupos nos varios momentos (Tabela 2).

Diferenca significativa foi observada entre os grupos quanto ao titulo de
AcSN do dia da vacina comparativamente as 48 horas do nascimento; 15 dias
pds revacinagdo ( PV2) frente ao dia da revacinagcdo e frente ao dia da

vacinagao; e 12 meses po6s nascimento frente o dia da vacina.

Os resultados estatisticos significativos estdo apresentados na tabela 2

e figura 2.
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Tabela 2 — Comparacgao entre as idades nas vacinagdes em relagado ao titulo
soroldgico.dos diferentes grupos nos varios momentos

Variacao (%)

Idade na vacinagéao

®

2 meses (n =9)

4 meses (n =10)

6 meses (n =10)

Nascimento x Vacina

Vacina x PV1 (15 dias pos vacina)

PV1 (15 dias pos vacina) x

Revacina

Vacina x Revacina (30 dias p6s

vacina)

Revacina x PV2 (15 dias pds

revacina)

PV2 x 1 més pds revacina (30 dias

pos PV2)

Revacina x 1 més pds revacina (30

dias pos revacina)

1 més pods revacina x 12 meses pos

nascimento

Vacina x 12 meses p6s nascimento

Revacina x 12 meses pos

nascimento

0,0 (-50,5; 0,0) a
-23,1(-43,0;0,0)a
0,0 (-46,0;0,0) a
245(-71,3;-11,5)a
32,5(0,0;318,9)a
0,0 (-56,1;0,0) a
32,5 (0,0 ;100,0) a
0,0 (-55,2; 15,0) a
24,5 (-58,8 ; 0,0) a

0,0 (29,8 ; 66,3) a

-78,3 (-87,7; -43,6) b
17,5(-38,8;7,5)a
53,8 (-29,8; 151,9) ab
0,0 (-37,8 ; 182,5) ab
307,7 (-0,95; 430,0) a
-50,5 (-75,5; 0,0) a
30,0 (0,0 ; 151,9) a
77,3 (-29,7 ;207,7) a
203,8 (-6,1; 451,3) b

186,3 (22,5;301,9) a

-62,3 (-84,7 ;-46,7) b
30,0(-20,9; 116,3) a
155,8 (-5,8;715,4) b
132,5 (24,4 ;334,6) b
16,2 (0,0; 132,5) a
-12,3(-24,5;0,0) a
0,0(-6,1;37,1)a

16,2 (0,0;32,5) a

0,008%®

0,196

0,034
0,002
0,257
0,398
0,201

0,170

165,0 (131,9;715,4) b 0,002

16,3 (0,0 ; 116,3) a

0,115

(*) Teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes. Resumo descritivo em mediana e quartis.

PV1 = 15 dias pos vacinagao

PV2 = 15 dias pods revacinagao
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Figura 2 - Distribuicdo das variagdes percentuais dos titulos de AcSN: (1a) Da
12 vacinagao em relagao ao titulo de Ac 48 horas pos nascimento, (1b) 30 dias
apos a vacinagao x titulo de Ac 15 dias po6s PV1, (1c) 30 dias pds vacina x
titulo de Ac no dia da primo vacinacao e (1d) 12 meses pds nascimento em
relac&o ao titulo de Ac na primo vacinagao.
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A figura 2 apresenta a distribuicdo das variagdes percentuais dos titulos
de AcSN nos grupos e momentos em que se observou diferenga significativa a

vacinagao ou revacinagao.

O grafico (1a) representa a distribuicdo da variagcdo em % do titulo de
AcSN no dia da primeira vacinagao em relagao ao titulo de Ac 48 horas pos
nascimento. Os titulos de AcSN nos bezerros vacinados aos dois meses de
idade nao apresentou variacado frente ao titulo apresentado 48 horas apds o
nascimento, pois cerca de 50% dos bezerros apresentou valores abaixo de 0%,
resultado que diferiu estatisticamente dos outros grupos de bezerros vacinados
aos quatro e seis meses de idade, que apresentaram queda de 78% e 62% nos

titulo de AcSN maternos do nascimento a primo vacinagao.

No grafico (1b) observamos os titulos de AcSN 30 dias apds a primo
vacinagao comparados com os titulos apresentados 15 dias apdés a mesma.
Verificamos que os valores diferiram significativamente entre os grupos de
bezerros vacinados aos dois meses e seis meses de idade, ndo se observando
diferenca estatistica no grupo vacinado com quatro meses de idade. Este
resultado foi evidenciado por titulos de AcSN similares nos dois momentos nos
bezerros vacinados aos dois meses, enquanto que observou-se aumento
expressivo de titulos de AcSN no grupo vacinados aos seis meses. O grupo
vacinado aos quatro meses, embora tenha apresentado aumento, este se

situou intermediario entre os dois grupos anteriores.

O gréfico (1c) representa a variagdo em % do titulo de AcSN um més
apo6s a primo vacinagao. De forma similar aos resultados anteriores, o grupo
vacinado aos dois meses apresentou diferenga significativa do grupo vacinado
aos seis meses quando comparados os titulos de AcSN 30 dias apds a primo
vacinagao frente aos titulos de AcSN no dia da vacinagdo. No grupo de
bezerros vacinado com dois meses de idade, cerca de 50% dos animais
apresentaram queda de 24,5% nos titulos de AcSN no momento da
revacinacao frente aos titulos de AcSN mensurados na aplicagdo da primeira

vacina, diferenciando significativamente do grupo vacinado aos seis meses,
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que nao apresentou queda nos titulos de AcSN entre a primo vacinagao e

revacinagao.

O grafico (1d) representa os titulos de AcSN 12 meses apods o
nascimento frente a primo vacinagcdo. O grupo de bezerros vacinados aos dois
meses diferiu significativamente dos demais grupos vacinados aos quatro e
seis meses. Aos dois meses, cerca de 50% apresentou queda de 24% do titulo
de Ac, enquanto que os grupos vacinados aos quatro meses e seis meses nao
apresentaram diferenca estatistica entre eles tendo sido observado aumento

dos titulos de Ac frente ao dia da vacinagao.

O percentual de desprote¢cdo nos varios grupos e varios momentos esta
apresentado na tabela 3. Aos 15 dias pds primo vacinagao, 33,3% dos
bezerros vacinados aos dois meses encontravam-se desprotegidos enquanto
que nos vacinados com quatro meses e seis meses observou-se,
respectivamente, 70% e 60% de desprotecdo. Aos 15 dias apds a revacinagao
(booster), dos bezerros vacinados aos dois meses, 11,1% encontravam-se
desprotegidos em relagao dos vacinados aos quatro meses e seis meses de
idade, nos quais todos se apresentaram protegidos, ndo sendo verificada

diferenca significativa entre os grupos.

Aos 12 meses apos o nascimento, 44,4% dos bezerros vacinados pela
primeira vez aos dois meses encontravam-se desprotegidos enquanto que o
percentual observado de bezerros desprotegidos vacinados aos quatro meses
foi de 20% e todos os bezerros vacinados aos seis meses estavam protegidos
aos 12 meses. Com base no teste exato de Fisher, houve evidéncia para
concluir sobre uma diferencga significativa, do ponto de vista estatistico, entre as
vacinas realizadas aos dois e seis meses de idade (p = 0,032), porém, nao
houve diferenca significativa entre as vacinas realizadas entre dois e quatro
meses de idade (p = 0,349) e entre as vacinas realizadas entre quatro e seis
meses de idade (p = 0,473).
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Tabela 3 — Comparacéao entre as idades na primeira vacinacdo em relagao ao
percentual de bezerros desprotegidos (titulo abaixo de 0,5 Ul/mL)

Idade na vacinacao

Momento
N&o vacinados (n =10) 2meses (n=9) 4 meses (n=10) 6 meses (n=10)
Nascimento 0,0 0,0 0,0 0,0
1° més 0,0 0,0 0,0 0,0
2° més 20,0 11,1 0,0 10,0
3°més 40,0 44,4 50,0 30,0
4° més 40,0 33,3 70,0 60,0
5° més 60,0 44 .4 70,0 60,0
6° més 100,0 66,7 40,0 80,0
7° més 100,0 77,8 70,0 20,0
8° més 90,0 44 .4 30,0 10,0
9° més 40,0 22,2 20,0 0,0
10° més 40,0 0,0 20,0 0,0
11° més 20,0 33,3 0,0 0,0
12° més 10,0 44,4 a 20,0 ab 0,0b
PV1 333a 70,0 a 60,0 a
PV2 11,1a 0,0a 0,0a
PV1 = 15 dias pos vacinagéo PV2 = 15 dias pds revacinagéo

A tabela 4 demonstra o percentual de soro conversao nos diferentes
grupos pos vacinagao. Observou-se que aos 15 dias pos vacinagdo, nenhum
dos grupos apresentou bezerros soro convertidos, enquanto que, 15 dias pos
revacinagao 33,3% dos bezerros vacinados aos dois meses apresentaram soro
conversao enquanto que 50% dos bezerros vacinados aos quatro meses soro
converteram; nao se observou soroconversdo em nenhum dos bezerros

vacinados aos seis meses (p< 0,05 — Teste exato de Fisher).
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Tabela 4 — Comparacéao entre as idades na primeira vacinacdo em relagao ao
percentual de bezerros soro convertidos (aumento de titulo de, no minimo,
quatro vezes entre dois momentos de observagao)

Idade na vacinacéao

Momento

N&o vacinados 2 meses 4 meses 6 meses
(n =10) (n=9) (n =10) (n =10)
1° Més x nasc* 0,0 0,0 0,0 0,0
2° més x 1° més 0,0 0,0 0,0 0,0
3° més x 2° més 0,0 0,0 0,0 0,0
4° més x 3° més 0,0 0,0 0,0 0,0
5° més x 4° més 0,0 0,0 20,0 0,0
6° més x 5° més 0,0 0,0 20,0 10,0
7° més x 6° més 0,0 11,1 0,0 20,0
8° més x 7° més 10,0 33,3 20,0 10,0
9° més x 8° més 50,0 33,3 10,0 10,0
10° més x 9° més 20,0 22,2 0,0 0,0
11° més x 10° més 10,0 0,0 20,0 0,0
12°més x 11° més 0,0 0,0 0,0 0,0
PV1 x vacina 0,0a 0,0a 0,0a
PV2 x revacina 33,3 ab 50,0 a 00b
*nasc.= nascimento PV1 = 15 dias p6s vacinagéo PV2 = 15 dias p6s revacinagéo

Na tabela 5 observamos que n&o houve diferenga significativa na
mediana dos titulos de AcCSN entre os todos os grupos, no periodo
correspondente ao nascimento até os dois meses de idade. Titulos de AcSN
menores que 0,5Ul/mL foram observados nos grupos de bezerros nao
vacinados a partir do 5° até o 8° més. Nos vacinados aos dois meses,
observou-se do 6° ao 8° més; no grupo vacinado aos quatro meses titulos ndo
protetores foram evidenciados do 4° ao 7° més e do grupo correspondente a
vacinagao aos seis meses de idade, esta situagao foi evidenciada do 4° ao 6°
més. Aumento nos titulos de AcSN ocorreu em todos os grupos a partir do 9°

més
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Tabela 5 — Resumo descritivo dos titulos de AcSN antirrabicos dos bezerros
nao vacinados e dos vacinados aos dois, quatro e seis meses de idade ao
longo do periodo estudado nos diferentes momentos (valores representados
em mediana e quartis).

Momento N&o vacinados 2 meses 4 meses 6 meses

de
observagdo Q1  Mediana 3Q Q1 Mediana 3Q Q1 Mediana 3Q Q1 Mediana 3Q
48 horas

pés 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06
nascimento

1 més 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 0,87 1,06 1,06

2 més 0,80 0,80 1,06 0,52 1,06 1,06 0,80 1,06 1,06 0,66 1,06 1,06
3 més 0,40 0,68 1,00 0,20 0,80 0,80 0,40 0,60 0,80 0,43 0,67 1,00
4 més 0,30 0,53 0,73 0,40 1,06 1,06 0,15 0,23 0,50 0,20 0,23 0,73
5 més 0,13 0,26 0,73 0,40 0,53 0,80 0,22 0,26 0,50 0,20 0,26 0,80
6 més 0,13 0,13 0,18 0,26 0,40 0,80 0,30 0,52 0,93 0,15 0,40 0,40
7 més 0,13 0,13 0,18 0,13 0,20 0,26 0,20 0,26 0,90 0,60 0,93 1,06

8 més 0,13 0,13 0,13 0,13 0,53 1,06 0,43 0,80 1,00 0,80 0,93 1,06
9 més 0,26 0,80 1,06 0,53 1,06 1,06 0,53 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06
10 més 0,26 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 0,60 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06
11 més 0,80 1,06 1,06 0,26 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06

12 més 0,66 1,06 1,06 0,26 0,80 1,06 0,80 0,80 1,06 1,06 1,06 1,06




6, Discussao




Discussio b1

Considerando a necessidade do controle da raiva em herbivoros,
fundamentada na vacinagado e revacinagao dos animais, pretendeu-se neste
experimento avaliar a possivel interferéncia de anticorpos colostrais na
vacinagao antirrabica em bezerros com dois, quatro e seis meses de idade,
filhos de maes revacinadas contra a raiva.

Um dos aspectos avaliados neste trabalho foi o titulo de AcSN nas vacas
revacinadas. Os resultados obtidos no presente estudo mostraram a presenca
do titulo de AcSN maiores que 0,5Ul/mL, 48 horas apds do nascimento de seus
bezerros, em todas as vacas revacinadas no terco final de gestagao.
Resultado diferente ao nosso foram obtidos por GERONUTTI (2002) que
utiizou em seu projeto de pesquisa fémeas bovina da raga Nelore
primovacinadas contra a raiva, também em fase final de gestagao, e observou
auséncia de titulo, apds o nascimento de seus bezerros, em nove (35,7%) dos
30 animais avaliados. A autora justifica possivel falha vacinal devido a uma
unica dose de vacina, em concordancia com trabalhos realizados por ALBAS et
al., (1998) ao concluirem que uma dose de reforco induziu a uma maior
permanéncia dos AcSN nos animais primovacinados. Estes autores
observaram que dos 21 animais que receberam uma dose de refor¢co 30 dias
apos a primo vacinagao, quatro mantiveram titulos de AcSN maior ou igual a
0,5Ul/mL apés 360 dias, contrariamente ao grupo que néo recebeu o reforgo,

onde apenas um animal apresentou titulo igual a 0,5Ul/mL, 270 dias apos.

Alguns pesquisadores também relataram resultados semelhantes, uma
vez que a resposta imune induzida por apenas uma dose de vacina, néo
apresentou titulos elevados de Ac (SILVA et al., 2000, UMEHARA et al., 2002;
QUEIROZ DA SILVA et al., 2003; PIZA et al., 2002). Porém, quando se fez uso
de doses de reforgo, os titulos aferidos se tornaram bastante superiores
(ALBAS et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2000; ALBAS et al., 2006), resultados
esses, concordantes com os verificados em nosso trabalho de pesquisa,

utilizando vacas revacinadas.

Titulos de AcSN ,superiores ou em niveis similares ao materno, foram
observados em seus respectivos bezerros 48 horas apdés o nascimento e

ingestao do colostro, indicando a transferéncia de Ac colostrais em todos os
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grupos de animais estudados. Estes resultados sdo discordantes de BUNN
(1988) e GERONUTTI (2002), que ao avaliarem a transferéncia de Ac
colostrais em bezerros, observaram que o titulo dos AcSN antirrabicos
mensurados em bezerros filhos de vacas primovacinadas, foi extremamente
menor e nao correlacionados com o titulo das maes apdés o nascimento,
reforcando a necessidade e importancia da revacinagcdo materna frente a

imunidade transferida via colostro aos seus descendentes.

COSTA et al. em 2008, com o objetivo de investigar alguns aspectos
relacionados a transferéncia de imunidade passiva em bezerros de corte das
racas Nelore e Limosin manejados extensivamente sob condi¢ées naturais,
avaliaram o comportamento das proteinas séricas ao longo dos primeiros
quatro meses de vida,e observaram que a transferéncia de Ac foi eficiente em
ambas as ragas, porém, as concentracdes mais elevadas de Ig ao término do

primeiro dia de vida, declinaram até os valores minimos aos 60 dias de vida.

Titulos de AcSN a partir do nascimento até 60 dias de vida foram
similares em todos os grupos de bezerros estudados em nosso trabalho,
caracterizando meia vida dos Ac circulantes adquiridos passivamente pelo
colostro, aspecto esse concordante com COSTA et al. (2008) e reforgado por
GERONUTTI (2002) que verificou que os titulos de AcSN a partir de 30 dias
até 60 dias de idade foram similares em todos os lotes de bezerros estudados,
independente do estado vacinal materno, caracterizando meia vida dos

anticorpos adquiridos passivamente (TIZARD, 2004).

Resultados semelhantes foram, também, observados por MAHMOOD et
al.,, em 2007, que determinaram o status imunoldgico de bezerros filhos de
maes vacinadas durante a gestagdo, contra Pasteurella multocida e
consideraram que a duracdo da imunidade materna durou até 45 dias apds o

nascimento esgotando aos 60 dias de vida.

Em nosso trabalho, nos bezerros ndo vacinados filhos de maéaes
revacinadas contra a raiva bovina, a média dos titulos de Ac colostrais = a
0,5Ul/mL foi observado até o 4° més de vida, com queda gradual até o 8° més

quando foram observados os menores titulos de AcSN. Estes resultados
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diferem dos encontrados por HUBNER et al., em 1996 que determinou em seu
estudo, a concentracdo e a duragcdo da imunidade colostral contra o
herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1), através da analise de amostras de soro de
bezerras da raca Holandesa coletadas as seis, 12, e 24 horas apds o
nascimento, semanalmente dos 7 dias até 63 dias de idade, e mensalmente até
180 dias, onde estimaram que as bezerras a partir dos 180 dias de vida nao
apresentavam sorologia positiva, tendo como efeito da imunidade passiva para
BHV-1 através do teste de soroneutralizacdo (SN), o que pode ser justificados

pela diferenga do agente etioldgico estudado.

Diferem também, dos verificados por ARNOLD et al, em 1973, que
observaram Ac maternos contra a raiva bovina em 40 bezerros até o 6° més de

vida.

As discrepancias de resultados sao citadas por PAULETTI et al. (2002) e
COSTA et al. (2008) como consequente a fator racial e a diferentes sistemas
de criagdo desses animais, pois o0s bezerros leiteiros manejados
intensivamente estdo normalmente sujeitos ao contato freqluente e mais
precoce com agentes infecciosos, o que pode causar consumo dos Ac
circulantes. Admite-se comumente que os bezerros estejam mais susceptiveis
a contrair infeccdo nessa faixa etaria critica marcada pelo intervalo de tempo
em que se mantém as menores concentragdes séricas de gamaglobulinas,
periodo entre o término do processo de degradagcdo das Ig passivamente
transferidas e a producdo ativa pelo sistema imunolégico competente
(RADOSTITS et al. 2002).

Nos bezerros vacinados aos dois meses de idade, titulos de AcSN em
niveis similares ao apresentado 48 horas apds o nascimento foi observado no
dia da vacinagéo, resultado que diferiu estatisticamente dos outros grupos de
bezerros vacinados aos quatro e seis meses de idade, que apresentaram
queda de 78% e 62% nos titulo de Ac maternos do momento do nascimento

até a primo vacinagao.

Diferenca significativa nos titulos de AcSN, foi observada somente 30

dias p6s primo vacinacao e 30 dias apds a revacinagado nos grupos de bezerros
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vacinados aos dois meses e nos grupos vacinados aos seis meses de idade,
estando o grupo com quatro meses de idade de forma intermediaria entre os
demais, indicando que apds a primo vacinacao, tanto os bezerros vacinados
aos dois meses quanto os vacinados aos quatro meses, apresentaram
resposta similar, caracterizando neste momento uma baixa resposta vacinal
nestes grupos. No entanto, apds a revacinagdo, a resposta vacinal se
comportou de forma similar com aumento nos titulos de Ac entre os grupos

estudados.

A capacidade de resposta a vacinagcdo mesmo em presenca de titulos
de Ac colostrais foi observada por ZIMMERMAN et al., em 2006 ao avaliarem a
protecdo contra o virus da diarréia viral bovina tipo1 (BVDV) em trés grupos de
bezerros que ingeriram colostro contendo Ac contra BVDV (grupo 1) e colostro
sem Ac anti-BVDV (grupo 2 e 3). Os animais dos grupos 1 e 2 foram vacinados
contra BVDV, enquanto que e o grupo 3 foi vacinado com placebo, ambos com
cinco semanas de vida, e desafiados trés meses e meio apds a vacinagao com
a cepa BVDV-2. Os bezerros do grupo 3 que foram vacinados com placebo
desenvolveram a doenga grave enquanto os bezerros dos grupos 1 e 2
desenvolveram apenas um quadro leve ou sem sinais clinico da doenca,
concluindo nos resultados que a vacina de virus vivo atenuado induziu a uma
resposta imune protetora nos bezerros, mesmo quando as concentracdes

plasmaticas de Ac maternos eram altas.

A resposta a vacinacdo em bezerros com dois meses de idade foi
similar aos bezerros vacinados em idade mais tardia, observada neste
experimento, que se justifica também com base em pesquisas recentes, que
tém mostrado que bezerros jovens vacinados frente a imunidade materna sao
capazes de mostrar provas de imunidade celular, e até mesmo, ira exibir uma
memoria de resposta de Ac para protegdo quando exposto ao mesmo antigeno
mais tarde na vida (CHASE et al., 2008). Embora o sistema imunoldgico seja
capaz de conferir diferentes graus de protecdo, € esta combinacdo de
imunidade passiva e ativa que em conjunto oferece protegdo, muitas vezes em
forma de redugéo da gravidade da doenga para o recém nascido (CORTESE,
2009).
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Em nosso trabalho, avaliamos que nos animais vacinados aos dois
meses de idade, o titulo de anticorpos colostrais era bastante elevado sofrendo
queda para niveis considerados néo protetores somente a partir do 6° até o 7°
més de vida, em contraste aos encontrados por GERONUTTI (2002), que
observou titulos de Ac inferiores a 0,5Ul/mL no momento da primo vacinagcao
em bezerros filhos de vacas primovacinadas vacinados aos dois meses de
idade.

Os grupos de animais ndo vacinados, vacinados aos quatro e seis
meses apresentaram um decréscimo nos titulos de AcSN considerados
protetores a partir do 4° més de vida, enquanto que no grupo de bezerros
vacinados aos dois meses iniciou-se no 6° més, permitindo a esses animais um
tempo maior de protecao, fato este de grande importancia em areas endémicas
e epidémicas da doenca. Resultados concordantes com GERONUTTI (2002)
que referiu periodo de desprotecado a partir do 6° més em bezerros vacinados
aos dois meses de idade, filhos de maes primo vacinadas contra a raiva, sendo
o periodo de desprotecao inferior ao dos bezerros vacinados aos quatro e seis

meses de idade.

Em relagdo aos resultados acima, devemos levar em consideragédo aos
resultados acima alguns fatores que podem interferir também em relacéo aos
titulos de Ac transferidos passivamente, como estado fisiolégico materno no
momento da vacinagao e apds o parto, que de forma direta pode contribuir na
qualidade e quantidade do colostro bem como nos niveis de Ac produzidos
pela mae, a quantidade de colostro ingerido pelo bezerro e a capacidade de
absorcao das imunoglobulinas pelo trato gastrintestinal, fatores estes que de
certa forma podem influenciar diretamente nos titulos de Ac passivamente

adquiridos pelos bezerros apos o nascimento (CHASE et al, 2008).

O grupo de bezerros vacinados aos quatro meses de idade situou-se de
forma intermediaria entre o grupo vacinado aos dois meses e seis meses.
Estes animais apresentaram um periodo de desprotecio entre 0 4° e 7° més de
vida, onde os titulos de AcSN apresentaram valores abaixo de 0,5Ul/mL. A

partir do 7° més, os bezerros vacinados aos quatro meses e revacinados apos
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30 dias, ndo apresentaram diferenca significativa frente os animais néo
vacinados e os vacinados aos dois meses, porém, os titulos de AcSN foram
inferiores ao dos bezerros vacinados com seis meses de idade. Resultados
semelhantes foram observados por GERONUTTI (2002), sugerindo
interferéncia dos Ac colostrais na primo vacinacdo dos bezerros neste
momento, semelhante ao grupo de bezerros vacinados aos dois meses de
idade.

Titulos de Ac colostrais superiores a 0,5Ul/mL foram observados durante
os trés primeiros meses de vida nos bezerros do grupo D, vacinados aos seis
meses de idade. A partir do 3° més, estes animais apresentaram queda gradual
nos titulos de AcSN, ficando desprotegidos até o momento da primo
vacinagao, quando responderam a vacina com titulos protetores apds 30 dias
da mesma. Uma vez que o titulo apresentado apds a primo vacinagao se
encontrava em niveis elevados, ndo se observou soroconversdo apods a
revacinagao, aspecto justificado pela ndo extingdo dos titulos na prova de

soroneutralizagao.

Estes resultados sao similares aos observados por GERONUTT (2002)
em bezerros vacinados aos seis meses de vida, filhos de mées primo
vacinadas e nao vacinadas contra a raiva, os quais, apos reforgo vacinal
apresentaram percentual similar de soro conversao com titulos maiores que

0,5Ul/mL, caracterizando auséncia de interferéncia colostral.

No entanto, discordam de ARNOLD et al. (1973), que avaliaram a
interferéncia de Ac colostrais em 40 bezerros filhos de vacas vacinadas seis
meses antes do parto. Os titulos dos bezerros demonstraram evidente
passagem dos derivados do colostro antes de receberem a primeira dose da
vacina antirrabica. Os animais foram vacinados aos quatro, cinco, seis e sete
meses de idade, sendo que os titulos de AcSN para a raiva foram maiores nos
bezerros vacinados com sete meses de vida. Reforgou ainda os autores que
bezerros vacinados antes de completarem seis meses de idade deveriam
receber refor¢o vacinal ao completarem 12 meses, perfil similar ao evidenciado

em nosso trabalho.
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Quando avaliamos a soro conversdo nos animais estudados,
representada pela tabela 4, observamos que 15 dias pos primo vacinagao, nao
houve diferenga significativa entre os grupos, pois nenhum bezerro soro
converteu, porém 15 dias apds a revacinacédo (booster), 33,3% dos bezerros
vacinados com dois meses e 50% dos bezerros vacinados aos quatro meses
soro converteram, enquanto que nenhum dos bezerros vacinados aos seis
meses soro converteu, mas todos os grupos apresentaram titulos de AcSN = a
0,5Ul/mL em mediana, corraborando com GERONUTTI (2002) onde 15 dias
apos a revacinacao todos os bezerros estudados apresentaram titulos de AcSN

antirrabicos superiores a 1Ul/mL.

Em todos os grupos de bezerros vacinados em nosso trabalho de
pesquisa, pudemos observar que nado houve resposta sorologicamente
satisfatoria frente a primo vacinagao 15 dias apés a mesma, porém evidenciou-
se aumento significativo nos titulos dos AcSN antirrabicos 30 dias apos a
mesma e 15 dias apds a revacinagao principalmente no grupo vacinado aos 6
meses de idade. A auséncia de titulos soroldgicos indicativos de soro
conversao neste grupo se justifica pelo titulo de anticorpos em niveis elevados
apresentados no momento da revacinagao e pela técnica de soroneutralizagao
utilizada, uma vez que nao se realiza a extingdo dos titulos sorolégicos na

mesma.

Os titulos de AcSN nao mantiveram niveis satisfatérios nos grupos de
bezerros vacinados com dois e quatro meses sendo observado uma diminui¢cao
nos titulos de AcSN no decorrer da idade, enquanto que nos animais vacinados
aos seis meses o titulo de AcSN permaneceu superior aos demais grupos apos
a revacinagao até completarem 12 meses de vida, fato este observado também
por ALBAS et al. (2005), que estudaram cinco esquemas vacinais em bovinos
com idade média de um ano que haviam sido vacinados contra raiva bovina. O
grupo A havia recebido uma unica dose de vacina no dia 0, o grupo B seguindo
o mesmo esquema com reforgco apos 30 dias, o Grupo C vacinados no dia
zero, com reforgo apo6s180 dias, enquanto que o grupo D, além do dia zero,
recebeu mais duas doses de refor¢co, sendo uma no dia 30 e outra no dia 60.

Os animais do grupo E receberam mais duas doses de refor¢o aplicadas no dia
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30 e 180 dias, apds a primeira vacinagdo. Os autores observaram que o
esquema de vacinagao do grupo E foi mais eficiente e duradouro sugerindo
que a vacinagao antirrabica nestes animais seja realizada com trés doses,

sendo os reforgos administrados nos dias 30 e 180 apds a primeira vacinagao.

Titulos de Ac menores que 0,5Ul/mL sao considerados baixos, tanto em

animais como em seres humanos pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS).

O tempo maior de desprotecao foi observado nos bezerros nao
vacinados o0s quais apresentaram uma janela imunoldgica prolongada em
relacdo aos demais grupos iniciando-se do 5° ao 8° més tornando esses

animais expostos a doenca.

Nos bezerros vacinados com dois meses de idade, a presenca de titulos
de AcSN néo protetores menores que 0,5Ul/mL foi observada no 6° e 7° més
de vida , nos vacinados aos quatro meses este periodo se situou entre 0 4° e 7°
més e nos vacinados aos seis meses, entre 0 4° e 6° més. Periodo este inferior
ao encontrado por GERONUTTI, em 2002, onde todos os grupos de bezerros
filhos de vacas primovacinadas nasceram sem titulos considerados protetores
e mantiveram desprotecdo até o 3° més, 5° més e 6° més de idade,
respectivamente, para os grupos vacinados aos dois meses, quatro meses e

seis meses de idade.

Podemos assim observar que os bezerros filhos de maes revacinadas,
quando vacinados aos dois meses de idade, apresentaram um periodo menor
de desprotecdo contra o virus da raiva em relagdo aos demais grupos,
propiciando assim, uma imunidade precoce frente ao virus rabico, aspecto

bastante interessante especialmente em areas endémicas.

Na comparacdo entre as idades da primeira vacinagao em relacdo ao
percentual de bezerros desprotegidos (titulo AcSN menor que 0,5Ul/mL),
observamos que aos 12 meses apdés o nascimento, 44,4% dos bezerros
vacinados pela primeira vez aos dois meses encontravam-se desprotegidos
enquanto que o percentual observado nos bezerros vacinados aos quatro
meses foi de 20%, e nenhum dos vacinados aos seis meses se encontrava

desprotegido aos 12 meses de vida. Desta forma, podemos concluir que ao
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atingirem 12 meses de idade, os animais vacinados aos seis meses
apresentavam grau de protecado superior até o0 momento da primo vacinagao,
quando comparados com os bezerros vacinados com dois meses de idade,
enquanto que os vacinados aos quatro meses situaram-se de forma
intermediaria entre os grupos, indicando interferéncia dos Ac colostrais e
necessidade de revacinagao, afirmado anteriormente por (ALBAS et al., 1998;
OLIVEIRA et al., 2000; ALBAS et al., 2006).

Ressalta-se neste experimento de forma similar ao observado por
GERONUTTI (2002) o aumento nos titulos de AcSN antirrabico a partir do 9°
més de idade em todos os grupos de bezerros vacinados e nao vacinados.
Este fato pode estar associado a utilizagado de outras vacinas aplicadas dentro
do manejo rotineiro da propriedade onde foi realizado o estudo, como vacinas
para contra Clostridiose e Febre Aftosa, justificando o fato, a resposta vacinal
inespecifica devido ao adjuvante destas vacinas, o qual pode induzir a
producdo de Ac inespecificos, pois o0s adjuvantes sdo substancias
imunopotencializadoras muito importante quando o antigeno possui baixa
imunogenicidade além de auxiliar a formagao de uma resposta imune de maior
intensidade, de maior duragcdo e mais rapida com uma quantidade menor de
antigeno, podendo assim diminuir os custos na produgao de vacinas (LARGHI
& NEBEL, 1985; RESENDE et al., 2004).

Resposta inespecifica foi também observado por HALDAR et al. (1977),
que utilizou o Mycobacterium phlei em camundongos vacinados contra a raiva,
e obteve aumento na porcentagem de soro converséo e prote¢do dos animais

contra o virus rabico.

A necessidade de realizar um plano para vacinagdo em animais de
producdo contra determinadas doencgas € muito importante e devemos levar
principalmente em consideracdo as necessidades e o0s riscos de uma
determinada regido. Muitas vezes, os programas de vacinagdes podem ser ou
ndo uma grande ameaca a salde dos bezerros. E preciso analisar
cuidadosamente os antigenos que estdo sendo utilizados para certificar-se de

que eles serao potencialmente capazes de estimular antigenicamente a
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resposta imune. Em segundo lugar, o efeito da imunidade materna e a idade do
bezerro devem ser considerados, pois a resposta dos bezerros mais jovens &
inferior quando comparadas aos mais bezerros mais velhos. A relagdo inversa
€ verdadeira do ponto de vista da protecédo conferida pela imunidade materna,
pois quanto mais jovem for o bezerro, melhor € a protegcado devido a altos niveis
de Ac maternos, e os bezerros mais velhos sdao mais susceptiveis as doencgas
devido ao declinio dos Ac, fatores estes de relevante importancia (WOOLUMS,
2007).

A criacdo de bovinos tem participacdo significativa na economia
pecuaria nacional. Para alcangar adequados indices de produc¢ao, esta criagcao
depende de fatores genéticos, alimentares e relacionados ao manejo sanitario,
que permitirdo que o bovino possa desenvolver seu potencial maximo de
producao e de dar consequente retorno econémico ao criador. Os bezerros
ocupam posi¢ao especial na cadeia de produgdo, devendo-se ressaltar que o
manejo neonatal a que forem submetidos tera reflexos sobre sua vida
produtiva, influenciando significativamente seu futuro desempenho como fonte

de carne ou leite.

As vacinacbes de bezerros recém-nascidos ndao podem fornecer a
amplitude de protegcao contra a infeccdo que o colostro pode proporcionar, no
entanto, se a falha de transferéncia passiva ocorrer, a vacinagdo pode ajudar
os bezerros a resistirem a determinadas doengas (DONOVAN et al., 2007);
necessita-se, portanto, de um acompanhamento atento e frequente a esses
animais em relagdo as vacinagdes para que possam estar protegidos contra

determinadas doengas antes de atingirem a idade adulta.

Os resultados deste experimento demonstraram uma resposta a
vacinagao antirrabica embora nao idéntica, mas similar em todos os grupos de
bezerros vacinados com dois, quatro e seis meses de vida filhos de maes
revacinadas, devendo ser obrigatoriamente realizado o booster, e revacinagao

anual.

Estes mesmos resultados foram observados por GERONUTTI (2002)

em vacas primovacinadas. A evidéncia de uma resposta vacinal similar em
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bezerros filhos de maes primovacinadas, vacinados e revacinados, demonstra
a viabilidade da antecipagdo de protocolos vacinais independentemente do

estado vacinal materno quando necessario.

Esta possibilidade se reveste de maior importancia epidemiolégica,
particularmente em regides epidémicas para a raiva, onde a precocidade na
idade de vacinagdo evitaria a morte de um grande numero de animais,
reduzindo desta forma os prejuizos econdmicos, além dos riscos oferecidos a

saude do homem, decorrente desta grave enfermidade.




7. Conclusies
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A revacinagao contra a raiva, durante a gestagao, induz titulos de AcSN
em niveis protetores que sao transferidos de forma diretamente proporcional

aos bezerros via colostro.

Anticorpos colostrais, com titulos protetores contra a raiva, se mantém
por um periodo variavel de trés a quatro meses nos bezerros filhos de maes

revacinadas durante a gestagao.

Interferéncia dos anticorpos colostrais na vacinacdo contra a raiva foi
evidenciada na primo vacinagao dos bezerros vacinados aos dois meses e em

menor intensidade nos vacinados aos quatro meses.

A revacinagao contra a raiva induz resposta de AcSN de forma similar
nos grupos vacinados aos dois, quatro e seis meses, neutralizando a

interferéncia evidenciada na primo vacinacgéao.

A vacinagdo contra a raiva aos dois meses de idade possibilita um
menor periodo de desprotecdo comparativamente aos demais grupos,

induzindo imunidade precoce frente ao virus da raiva.

O reforgo vacinal anual € fundamental para a manutencéo dos titulos de

Ac SN nos animais.

A vacinagao antirrabica pode ser indicada em bezerros a partir de dois
meses de idade condicionada a obrigatoriedade do reforgco vacinal

independentemente do estado vacinal materno.
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ANEXO 1

Tabela 1 — Titulos de AcSN antirrabicos em vacas revacinadas no 7° més de
gestacéo, 48 horas apds o parto. Resultados da prova de soroneutralizagdo em
cultivo celular, expresso em Ul (Unidades Internacionais)

N°vacas Titulo va,\tl:;s Titulo va,\tl:;s Titulo N°vacas Titulo
lote 1 AcSN lote 2 AcSN lote 3 AcSN lote 4 AcSN
253 1,06 386 1,06 1110 1,06 304 1,06
335 0,53 108 0,8 224 1,06 250 1,06
167 1,06 316 0,8 72 1,06 529 1,06
29 0,8 412 1,06 1348 1,06 340 1,06
1290 1,06 401 1,06 520 1,06 413 1,06
1139 1,06 427 1,06 570 0,53 79 1,06
268 1,06 955 1,06 407 1,06 292 1,06
541 1,06 149 1,06 522 1,06 530 0,8
109 1,06 221 1,06 249 1,06 536 1,06
101 1,06 564 0,8 1325 0,8

Lotes 1, 2 e 3 representam os titulos de AcSN antirrabicos das maes dos bezerros vacinados
aos 6, 4 e 2 meses de idade enquanto que o lote 4 corresponde aos titulos de AcSN das maes
dos bezerros nao vacinados.

Tabela 2 - Titulos de AcSN antirrabicos, nos diferentes momentos em bezerros
filhos de maes revacinadas, correspondente ao grupo de animais nao
vacinados. Resultados da prova de soroneutralizacdo em cultivo celular,
expressos em Ul (Unidades Internacionais)

Bezerros ndo vacinados filhos de méaes revacinadas

od* 1m 2m 3m 4m 5m 6m m 8m 9m 10m 11m 12m

755 1,06 106 106 106 08 026 04 013 013 026 0,26 0,26 0,26
7% 106 08 106 05 04 08 013 013 013 106 0,26 0,26 0,52
757 106 106 08 026 026 026 0,13 0,13 0,13 106 1,06 1,06 1,06
758 1,06 106 08 106 106 0,8 0.4 02 013 026 026 08 1,06
759 0,8 08 026 026 013 0,13 013 02 106 053 013 08 0,52
760 1,06 1,06 0,8 08 013 013 013 0,13 0,13 1,06 1,06 1,06 1,06
761 1,06 1,06 0,8 04 053 013 013 0,13 0,13 026 1,06 1,06 1,06
762 08 1,06 04 04 053 013 02 013 013 106 1,06 1,06 1,06
763 106 106 106 106 053 053 0,13 026 0,13 106 1,06 1,06 1,06
764 106 106 106 08 08 106 013 013 0,13 0,13 1,06 1,06 1,06

* colheita 48 horas apds o nascimento
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Tabela 3 - Titulos de AcSN antirrabicos, nos diferentes momentos em bezerros
filhos de mées revacinadas, correspondente ao grupo de animais vacinados
com seis meses de idade. Resultados da prova de soroneutralizagdo em

cultivo celular, expressos em Ul (Unidades Internacionais)

Bezerros vacinados com 6 meses de idade filhos de maes revacinadas

0d*

Tm

2m

3m

4dm

5m 6m**

PV 1

m** PV2

8m

9m

10m

11m

12m

765
766
767
768
770
771
772
773
774
775

1,06

1,06

0,8 0,52
0,8 0,52

1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06

0,8
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06

1,06 08 0,26

0,52
0,2
0,52
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06

0,26
0,13
0,4
1,06
0,8
0,53
1,06
1,06
0,53

0,2
0,13
0,13
1,06
0,53

0,2
1,06

0,8

0,2

02 0,13
02 0,13
02 08
0,2 0,13
1,06 0,2
08 04
026 04
0,8 1,06
08 04
026 04

0,26
0,13
0,13
0,13
0,26
0,52
1,06
0,13
1,06
0,52

1,06
1,06
1,06
0,4
0,53
0,8
1,06
1,06
0,8
0,4

1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06

0,8
1,06
1,06
0,8
0,8
1,06
1,06
1,06
0,8
0,26

1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06

1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
0,8
1,06
1,06
1,06

1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
0,52
0,52
1,06

1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06

* colheita 48 horas apds nascimento; ** vacina com seis meses de idade; *** revacinagao

PV1 = 15 dias apo6s primeira vacina
PV2 = 15 dias apds revacinagao
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Tabela 4 - Titulos de AcSN antirrabicos, nos diferentes momentos em bezerros
filhos de mées revacinadas, correspondente ao grupo de animais vacinados
com quatro meses de idade. Resultados da prova de soroneutralizacdo em
cultivo celular, expressos em Ul (Unidades Internacionais)

Bezerros vacinados com 4 meses de idade filhos de maes revacinadas

0Od* 1Tm 2m 3m 4m*™ PV1 5m*** PV2 6m 7m 8m 9m 10m 11m

12m

776 106 106 106 04 02 013 02 106 026 026 08 106 08 1,06
777 106 106 08 02 013 0,13 0,26 1,06 1,06 106 106 1,06 1,06 1,06
778 106 106 052 04 02 026 106 1,06 106 106 106 1,06 1,06 1,06
779 1,06 106 106 08 04 026 02 1,06 106 106 1,06 1,06 1,06 1,06
780 1,06 1,06 052 04 013 013 106 08 04 026 04 0,13 0,26 1,06
781 1,06 106 106 08 053 106 04 106 052 02 026 1,06 1,06 1,06
783 1,06 106 106 08 026 013 026 106 052 02 08 053 1,06 1,06
784 106 106 106 106 08 052 053 052 053 04 08 053 053 1,06
785 106 08 08 04 013 013 02 1,06 026 013 053 1,06 1,06 1,06
786 1,06 1,06 106 08 1,06 052 0,26 1,06 026 02 0,26 0,193 0,26 1,06

1,06
0,8
1,06
0,26
0,26
1,06
1,06
0,8
0,8
0,8

*k%k

* colheita 48 horas apds nascimento; ** vacina com quatro meses de idade; revacinagao

PV1 = 15 dias apds primeira vacina
PV2 = 15 dias apds revacinagao




Anexos

92

Tabela 5 - Titulos de AcSN antirrabicos, nos diferentes momentos em bezerros
filhos de mées revacinadas, correspondente ao grupo de animais vacinados
com dois meses de idade. Resultados da prova de soroneutralizacdo em cultivo
celular, expressos em Ul (Unidades Internacionais)

Bezerros vacinados com 2 meses de idade filhos de maes revacinadas

0d* 1m 2m* PV1 3m*™* PV2 4m 5m ©6m 7m 8m 9m 10m 11m 12m
787 106 106 052 02 04 106 106 08 08 0,26 1,06 1,06 1,06 0,26 0,26
788 1,06 106 106 08 08 1,06 1,06 1,06 1,06 0,13 0,53 1,06 1,06 1,06 1,06
789 106 106 08 0,26 0,2 106 04 08 04 02 02 106 1,06 0,26 0,26
79 08 106 04 052 013 04 02 04 026 0,26 0,13 1,06 1,06 0,26 0,26
791 106 1,06 106 08 08 106 106 04 04 02 1,06 0,26 1,06 1,06 0,26
792 106 08 052 04 013 08 0,26 026 08 08 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06
793 106 1,06 106 106 08 08 08 1,06 013 08 1,06 053 1,06 1,06 0,8
794 106 106 106 106 106 08 1,06 053 02 0,13 0,13 0,53 1,06 1,06 0,8
795 1,06 1,06 106 106 1,06 1,06 106 026 04 0,3 0,13 0,26 1,06 1,06 1,06

* colheita 48 horas apdés nascimento; ** vacina com dois meses de idade;

PV1 = 15 dias apds primeira vacina

PV2 = 15 dias apds revacinagao

*kk

revacinagao
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Importance of antirabies revaccination for an adequate antirabies
protection in newborn.

Filho,0.A.%; Megid,J**.;Geronutti L*.Ratti Jr ., Kataoka, A.P.A.G.; Martorelli,L.F.A*

The placenta of ruminants is syndesmochorial preventing the passage of
immunoglobulins molecules, so the newborns are entirely dependent on antibodies
received through the colostrum.They rely exclusively on passive immunity absorbed
from maternal colostrum for their protection against infection during the first weeks of
their life. The objective of this work was evaluate the transfer of anti-rabies
immunoglobulin in cows primevaccinated and revaccinated against rabies and the
correlation to the offsprings sera titers 48 hours after birth. Females not vaccinated, first
vaccinated and revaccinated against rabies at the final third of pregnancy were studied.
Forty eight hours after parturition blood from dams and offsprings were collected and
the anti-rabies neutralizing seratiters analyzed. Sera of al animals were tested for rabies
virus neutralizing antibody by RFFIT or SFIMT. The conventionally defined FAVN
level of 0.5 IU/mL was considered as a cut-off for rabies protection. No statistical
significant difference was observed between sera titers from dams and their offsprings
but statistical significant difference was observed between sera titers from
primevaccinated and revaccinated dams and also between offsprings born from dams
primevaccinated or revaccinated against rabies. In addition only 50% of mothers
primevacinated and 30 % of their offsprings had protective titers contrarily to
revaccinated dams and their offsprings that presented 100% of protective titers. The
results characterize the importance of revaccination for a better colostral antibodies

transfer and offsprings protection against rabies.

1- UNESP- School of Veterinary Medicine and Animal Science- Departament of Veterinary Hygiene and Public Health-
Botucatu-SP, Brasil

2-  Zoonosis Control Center — Rabies Laboratory - S&o Paulo-SP, Brasil

3-  UNESP- School of Veterinary Medicine and Animal Science- * email:jane@fmvz.unesp.br
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Introduction

According to Panamerican Health Organization (OPAS, 2004), 2797 cases of
rabies in cattle were reported in 2004 in the countries of the Americas, 87% more cases
than in 2002. Of these, 2591 (92.6%) occurred in Latin America; 130 (4.6%) in North
America and 76 in Caribbean and Guatemala. In Latin America, Brazil had 60.6% of

cases, followed by 13% in Mexico and 8% in the Andes.

There’s no predisposition of race, sex or age, but a greater prevalence of the
disease can be observed in young animals (Langohr et al., 2003). The occurrence of
numerous cases in calves under one year of age may be related mainly to immunity in
this age, since in this phase occurs the lacking of colostral immunity and the animals
have not been vaccinated against rabies, or if received the first vaccine, in most cases,

not received the vaccina booster (Lemos et al., 2001; Mori et al., 2004).,

In a study by Lima et a. (2005), in 25 cases of bovine rabies diagnosed in a
veterinary hospital of Federal University of Paraiba, Campina Grande, higher
prevalence was observed in young animals, with less than two years of age. The authors
correlated this to the lower immunity of these animals that were not re-vaccinated after
30 days of the first vaccination, performed to three and four months of age. The same
situation was observed in Mato Grosso do Sul where an increased prevalence in young

animals was also noted (Langhr et al., 2003; Mori et al. 2004).

The presence of seraneutralizing antibodies in cattle vaccinated against rabies is

agood indicator of the effectiveness of vaccine used (Atanasiu, 1973).
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In a study with 35 cattle, Albas et a., (1998) reported that booster doses of
vaccination induced higher titers of antibodies. The authors observed that 19% of who
received a dose of booster 30 days after vaccination maintained anti-rabies antibodies
titers greater or equal to O, 5UI/mL after 360 days, as opposed to the group that did not

receive the booster, where only 4,7% presented titer equal to 0,5 Ul/mL 270 days after.

This same group of researchers (Albas et al., 2006), following this same subject
compared three groups of animals (a, b and c¢) using three aternative protocols of
immunization with rabies inactivated vaccine. The Group A received a single dose of
vaccine, the group B received a booster after 30 days and group C a booster 30 and 180
days after the first immunization. The results demonstrated that Group C presented
higher and more persistent anti-rabies antibodies titers compared to the two other

groups.

Some researchers aso reported similar results confirming that the immune
response induced by only one vaccine dose does not induce high antibodies titers (Silva
et al., 2000; Umehara et al., 2002; Queiroz Silva et a., 2003; Piza et a., 2002).
However, where doses of booster are done, the seraneutralizing antibodies titers

become significantly higher (Albaset a., 1998; Oliveiraet a., 2000).

Compared with active immunity described above, passive immunity transferred
through colostrum to calves after birth, has alimited duration, having been verified that
it is detected for a relatively short period, while immunity actively induced by
vaccination is in many cases more lasting. The newborn ungulates have initial
protection achieved by passive transfer of immunoglobulin (I1g) from mother to newborn

(Porter, 1972). The transfer of the maternal antibodies to fetus is determined by the




10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

Importance of antirabies revaccination for an M@quﬂfe antirabies [protection in newhorn, 97

structure of the placenta. The placenta of ruminants is syndesmocorial. This type of
placenta prevents the passage of 1g molecules to the fetus and newborn are so dependent
on antibodies received through colostrum (Champpuis, 1998; Eliozondo-Salazar &

Heinrichis, 2008).

In cattle, it is essentia that the calves ingest the colostrum until 24 hours post
birth, once the concentration of intestinal proteolityc enzymes is very low in the first
hours after birth and the immunoglobulins obtained through ingestion of colostrum
reach the small intestine where they are absorbed reaching the epithelial cells by
pinocytosis, passing completely inside the intestinal capillaries reaching the circulatory

system resulting in massive |g absorption (Champpuis, 1998).

Failure of colostral appropriate antibodies transfer can occur due to some factors
such as insufficient quantity or poor quality of colostrum production , volume of
ingested colostrum, 1g concentration in colostrum, age at first pregnancy of the cow and

weight of calf at birth (Chase et al., 2008, Eliozondo-Salazar & Heinrichis, 2008).

The acquisition of passive immunity in neonates is dependent on the ingestion
and absorption of appropriate quantities of Ig from colostrum, essential to provide

protection to at least the first two to four weeks of life (Porter, 1979; Chase et al ., 2008).

The objective of this work was evauate the transfer of antirabies
immunoglobulin of dams primevaccinated and revaccinated against rabies and the

correlation to the offsprings seratiters 48 hs after birth
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Material and Methods

Pregnant females not vaccinated and previously vaccinated against rabies were
submitted to anti-rabies vaccine at the final third of pregnancy. Forty eight hours after
parturition blood from dams and offsprings were collected and the anti-rabies
neutralizing sera titers analyzed. Sera of all animals were tested for rabies virus
neutralizing antibody by RFFIT (Smith et a., 1973; Favoreto et a., 1993). The
conventionally defined VNA level of 0.5 IU/ml for humans was considered as a cut-off

for rabiesimmunization (Albas et al., 1998).

The results were evaluated comparatively between the titers of cows
primevaccinated and revaccinated and correlated to the seraneutralizing titers presented

by their calves using non parametric statistic ( Instat software)

Results and discussion

In this work the anti-rabies antibodies titers in vaccinated and revaccinated cows
was evaluated and correlated to the titer of their calves. The results obtained showed the
presence of seraneutralizing antibodies titers higher than 0, 5 UI/mL, 48 hours after the
birth of their calves, in all revaccinated cows. Statistically significant difference was
demonstrated for the anti-rabies antibodies titers in cows first vaccinated compared to
revaccinated cows, as well as for calves born from first vaccinated cows compared to
revaccinated ones (Figs 1 to 4). Different results were obtained by Geronutti (2002)
that studied in your research cows first vaccinated against rabies, also in the final period

of gestation. The author reported absence of protecting titers in nine (35, 7%) of 30
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cows evaluated after the birth of calves and justified the results as possible vaccination
failure due to a single dose of vaccine, in agreement with the work carried out by Albas
et a., (1998) that reinforced the need of a booster to induce persistent titers of

antibodies in vaccinated animals.

Other researchers also reported similar results, since the immune response
induced by only one vaccine did not induce high titers of antibodies (Silva et al., 2000,
Umehara et al., 2002; Queiroz Silva et al., 2003; Piza et al., 2002). However, when
booster are done, titers become significantly higher (Albas et a., 1998; Oliveira et al.,
2000; Albas et al., 2006), results, consistent with the observed in our research,

evaluating revaccinated cows.

Higher or similar antibodies titers have been observed in calves comparatively to
titers of their respective mothers, 48 hours after birth and colostrum ingestion,
indicating the transfer of colostral antibodies in all lots of animals. These results are
contrary to Bunn (1988) and Geronutti (2002), when assessing the transfer of colostral
antibodies in calves born from first vaccinated cows, observed that the titer of calves

was extremely lower and not correlated with the mother titer after the birth.

Anti-rabies antibodies titers were observed from birth until 4th month in all lots
of calves studied in this work, with half lives of antibodies acquired passively by
colostrum in disagreement to Geronutti (2002) that found antibodies titers from 30 days
to 60 days of age in calves born from prime vaccinated cows reinforcing the need and
importance of maternal revaccination for adequate immunity transfer through colostrum

to their descendants.
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1 Thus the results demonstrated that revaccination against rabies, during
2  pregnancy, induces neutralizing antibodies titers in protectors levels transferred directly
3  to calves through colostrum and these antibodies remains for a variable period of three
4 to four months in calves born from cows revaccinated during pregnancy contrarily to
5 mothers first vaccinated that presented and transferred lower and less persistent titers of
6 antibodiesto their calves.
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9 Figure 1. Seraneutralizing antibodies titers, 48hours after parturition, in cows first
10 vaccinated and revaccinated against rabies (median and standard deviation)
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Figure 3.Seraneutralizing antibodies titers in cows first vaccinated against rabies and

their offsprings titers, 48hours after parturition (median and standard deviation).
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Figure 4. Seraneutralizing antibodies titers in cows revaccinated against rabies and their

offsprings titers, 48hours after parturition (median and standard deviation).
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INSTRUCTIONS TO AUTHORS
Journal of Animal Science
(REVISED 2010)

The Instructions for Authors to the Journal of Ani-
mal Seience (JAS) 1s divided into 2 sections:

(I) Manuseript Preparation, which gives the Style
and Form to be used by authors in the prepara-
tion of manuscripts; and

(IT) Policies and Procedures of JAS, which provides
details concerning the mission of JAS, contact
information, care and use of animals, the types
of articles accepted by JAS, submitting manu-
seripts to JAS (including copyright policies), the
review procedures and policies, and papers in
press, author proofs, and publication charges.

I. MANUSCRIPT PREPARATION
(STYLE AND FORM)

The most important thing vou can do as you
prepare your manuscript is to consult a recent issue
of JAS in terms of the acceptable format for headings,
title page, Abstract, Key words, Introduction, Materi-
als and Methods, Results, Discussion (or combined Ee-
sults and Discussion), Literature Cited, and tables and
figures (including figure captions), which are described
in more detail below. Failure to adhere to the style
and form will result in immediate rejection of
the manuscript.

General. Papers must be written in English and
must use the American spelling and usage as well as
standard seientific usage, as given in the following on-
line resources:

* For general style and form, authors should follow
that recommended in Scientifie Style and Format.
The CSE Manual for Authors, Editors, and Pub-
lishers. Tth ed. Council of Science Editors, Reston,
VA,

* For American [inglish spelling and usage: Merri-
am-Webster OnLine (http://www.m-w.com/).

= For numbers usage, consult http://fwww.couneil
scienceeditors.orgfpublications/ssf numberstyle.
cfm or the Policies Regarding Number Usage lat-
er in this document.

* For Sl units, the following site (National Institute
of Standards and Technology) provides a compre-
hensive guide: http:/iphysics.nist.govicun/Units/
index.html

* For eapitalization and spelling of plants, consult
the USDA Plants Web site hitp://plants.usda.
gov).

* For anatomical nomenclature, consult the cur-
rent Nomina Anatomica Veterinaria (http:/fwww.
wava-amav.org/Downloads/mav_2005.pdf).

Manuscripts should be prepared double-spaced in
Microsoft Word, with lines and pages numbered con-
secutively, using Times New Roman font at 12 points.
Special characters (e.g., Greek and symbols) should
be inserted using the symbols palette available in this
font. Complex equations should be entered using Math-
Type or an equation editor. Tables and figures should
be placed in separate sections at the end of the manu-
script (not placed in the text). Authors should prepare
their manuseript in Microsoft Word and upload the
manuscripts using the fewest files possible to facilitate
the review and editing processes.

Manuscripts should contain the following sections
(Appendices or On-Line Only Data Supplements, de-
seribed below, are optional), in this order:

Title Page. The title page includes a running head
(the first word only and any proper nouns capitalized
and no more than 45 characters plus spaces); the title
{only the first word and any proper nouns capitalized,
as brief as possible, and including the species involved);
names of authors (e.g., T. EE. Smith; no title, positions,
or degrees) and institutions, including the city, state or
country (all with first letters capitalized), and ZIP or
postal code. Affiliations are footnoted using the sym-
bols * ¥, 1, §, # ]l, 9 and are placed below the author
names. Footnotes on the first page (present address,
and e-mail address of the corresponding author) are
referenced by superscript numbers. Acknowledgments,
including acknowledgements of grants, experiment sta-
tion, or journal series number, are given as a footnote
to the title. Authors who hold patents related to the
research presented in the manuscript should include a
statement in a footnote,

Abstract. The abstract consists of no more than 2,500
keystrokes (characters plus spaces) in one paragraph
and summarizes the pertinent results (with statistical
evidence; i.e., P-values) in a brief but understandable
form, beginning with a clear statement of the objective
and ending with the conclusions, with no references
cited. Abbreviations in the abstract that are not Stan-
dard «/AS abbreviations must be defined at first use.

Key Words, List up to 6 key words or phrases in-
cluding the species, variables tested, and the major re-
sponse criteria. The first letter of each key word is low-
ercase (unless a proper noun); key words are separated
by commas and presented in alphabetical order; and
no abbreviations should be used. Because major words
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in the title are not used for the subject index, which is
published in the last issue of each volume of JAS, ap-
propriate words from the title (or synonyms) should be
listed as key words.

Introduction. The Introduction must nol exceed
2,000 keystrokes (characters plus spaces) and briefly
justifies the research, specifies the hypotheses to be
tested, and gives the objective(s). Kxtensive discussion
of relevant literature should be included in the Discus-
sion.

Matervials and Methods. A clear deseription or spe-
cific original reference is required for all biologieal, an-
alytical, and statistical procedures. All modifications of
procedures must be explained. Diets, dates of experi-
mental activities if appropriate, animals [breed, sex,
age, body weight, and weighing conditions (i.e., with or
without restriction of feed and water)], surgical tech-
niques, measurements, and statistical models should
be described clearly and fully. Appropriate statistical
methods should be used, although the biology should
be emphasized. Statistical methods commonly used in
the animal sciences need not be described in detail, but
adequate references should be provided. The statistical
model, classes, blocks, and experimental unit must be
designated. Any restrictions used in estimating param-
eters should be defined. Reference to a statistical pack-
age without reporting the sources of variation (class-
es) and other salient features of the analysis, such as
covariance or orthogonal contrasts, is not sufficient.
A statement of the results of the statistical analysis
should justify the interpretations and conclusions. The
experimental unit is the smallest unit to which an in-
dividual treatment is imposed. Measurements on the
same experimental unit over time also are not inde-
pendent and should not be considered as independent
experimental units. Reporting the actual P-value is
preferred to the use of the terms significant and highly
signifieant. Thus, the observed significance level (e.g.,
P =0.027) should be presented, thereby allowing the
reader to decide what to reject. Other probability (al-
pha) levels may be discussed if properly qualified so
that the reader is not misled. Provide a validation for
assays [e.g., mean and CV for repeated analysis of a
sample (both between and within-assay if available)
and the sensitivity (minimum amount or concentration
detectable)]. Also, provide a publication reference for
the methodology used in kits. Centrifugal force should
be provided in x g, not rpm, and duration and tem-
perature of centrifugation must be included. Include
volume of blood collected, container used, and amount
of preservative or anticoagulant (e.g., heparin).

Results. The results are presented in the form of
tables or fipures when feagible, If data are discussed
in the text but not presented in the tables or figures,
gpecify “data not shown” in the text. The text should
explain or elaborate on the tabular data, but numbers
should not be repeated within the text. Sufficient data,
all with some index of variation attached, should be

Instructions to Authors of Jowrnal of Animal Science

presented to allow the reader to interpret the results of
the experiment.

Discussion. The discussion should interpret the re-
sults clearly and coneisely in terms of biological mecha-
nisms and significance and also should integrate the
research findings with the body of previously published
literature to provide the reader with a broad base on
which to accept or reject the hypotheses tested. A
stand-alone Discussion section should not refer to any
tables or figures, nor should it inelude P-values (unless
eiting a P-value from another work).

Resulls and Discussion. In JAS, authors have the
option of combining the results and discussion into one
section.

Literature Cited. To be listed in the Literature
Cited section, papers must be published or accepted
for publication (“in press’). Personal communications
and unpublished data must not be included in the Lit-
erature Cited section. See the Literature Cited Guide-
lines later in this document.

Tables and Figures, Tables and figures must be pre-
pared so they stand alone. Author-defined abbrevia-
tions should be defined in each table and figure. Manu-
facturer name and location should be provided for any
proprietary product appearing in a table or figure.

Tables must be created using the table feature in
MS Word (for instructions, see Guidelines for Creat-
ing Tables in Microsoft Word). Refer to a recent issue
of JAS for examples of table construction. When pos-
sible, tables should be organized to fit across the page
without running broadside. Each column must have a
heading (e.g., Item, Ingredient, Trait, Fatty acid). Units
should be separated from headings by a comma. Limit
the data field to the minimum needed for meaningful
comparison within the accuracy of the methods. In the
body of the table, references to footnotes should be nu-
merals. Each footnote should begin on a new line. To
indicate significant differences among means within a
row or column, superscript lowercase letters are used;
the preferred statement in the footnotes is: “Within a
row (or column), means without a common superscript
differ (P <0.056)”

Figures should be placed at the end of the manu-
script and should follow the Quality Guidelines for
JAS Figures (http:/fjas.fass.org/miscfifora.shtml). Each
figure should be placed on a separate page (separated
by section breaks) and identified by the manuscript
number and figure number. Figure captions should
be typed double spaced on a separate page. The use
of color in figures should be avoided unless it is essen-
tial to understanding the figure. There is an additional
fee for color figures that are printed in the journal (see
Color Charge Agreement at http://www.asas.org/jas/
color charge.pdf).

Appendices. To provide readers with numerical ex-
amples or give extensive detail of analytical procedures,
an appendix or appendices can be included. However, if
the supplemental material is of interest only to a lim-
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ited number of -JAS readers, it should not be included
as an appendix. Instead, mention that supplemental
information is available on request from the author;
addresses for Web sites with appropriate supplemental
information are acceptable. If extensive, the data may
be included as an e-supplement to the manuscript (see
Online-Only Data Supplements). Appendices should
follow the Literature Cited section and be introduced
by a major heading.

Online-Only Data Supplements, Authors can pres-
ent material online that cannot physically be displayed
in the print journal (e.g., Excel files, video), that might
be cost-prohibitive (e.g., color figures), or that provides
data sets too detailed for publication in print. A note
will appear in the print version that more material can
be found online, Material posted online only must go
through the review process, and consequently should
be in an format easily accessible by most reviewers and
readers.

Additional Usage Noles

Numnibers. See JAS Policies Regarding Number Us-
age later in this document.

Abbrevialions. Abbreviations in the text that are
not Standard JJAS abbreviations must be defined at
first use. Authors should not use standard JAS abbre-
viations (e.g., t = metric ton and eannot be used as an
abbreviation for temperature). Once defined, author-
identified abbreviations should always be used, except
to begin a sentence. Author-identified abbreviations
need to be redefined in the abstract, at first use in the
body of the paper, in each table, and in each figure. See
Standard JAS abbreviations later in this document,
which includes standard abbreviations for physical
units, units of time, statistical symbols and abbrevia-
tions, and others. Standard .JAS abbreviations should
always be used except to begin a sentence or unless
otherwise contraindicated (e.g., units of time should
only be abbreviated when used with a number).

Gene and Protein Names. Because there is no uni-
versally accepted style for gene and protein names that
applies to all species, the Journal of Animal Science
asks the authors to assume the responsibility of us-
ing the convention appropriate for the particular spe-
cies. Some general guidelines can be found in the CSE
Manual for Authors, Editors, and Publishers (7th ed.,
20086). For example, the gene that codes for the protein
pb3 is TP58 in humans and Trpb3 in mice (note that,
by convention, gene names are italicized; also note that
protein names are generally not italicized),

Quantitative Trait Loci and DNA Markers. Pa-
pers that publish quantitative trait loci (QTL) or DINA
marker association results for livestock are strongly
encouraged to malke their data available in an electron-
ic form to one of the publicly available livestock QTL
databases after the manuseript appears in publication
[the date on which the paper is posted to the JAS-Pa-

pers in Press Web site (http:/jas.fass.org/papbyrecent.
dtl) represents the official publication date]. Current
QTL databases for livestock include, but may not be
limited to, the Animal QTL database (http://www.
ammalgenome.org/@TLdb) and the Bovine QTL data-
base (http:/bovineqtl.tamu.edu/).

Commercial Products. The use of names of commer-
cial products should be minimized. When a commercial
product is used as part of an experiment, the manufac-
turer name, and loeation (city and state if in the United
States; city and country otherwise) or a Web site ad-
dress should be given parenthetically at first mention
in text, tables, and figures. The generic name should be
used subsequently. No ™ or ® symbols should be used.

General Usage.

* Note that “and/or” is not permitted; choose
the more appropriate meaning or use “x or v or
both.”

* Report time using the 24-h system (e.g, 1410 h
rather than 2:10 p.m.).

* Use italics to designate genus and species (Bos
taurus) and botanical varieties (Medicago sativa
var. Potomac). Designations for botanical culti-
vars should be preceded by “cv.” or enclosed in
single quotes (e.g., Festuca arundinacea cv. Ken-
tucky 31 or Festuca arundinacea ‘Kentucky 517).

* Specify the basis (as-fed or dry matter) for dietary
ingredient and chemical composition data listed
in text orin tables. Similarly, specify the basis for
tissue composition data (e.g., wet or dry basig).

* Caleulations of efficiency should be expressed
as output divided by input (i.e., gain:feed, not
feed:gain). This avoeids the spurious positive and
negative infinity values when body weight gain is
zero or negative. [t also avoids the confusion asso-
ciated with discussing an improvement as being
a decrease.

* A diet is a feedstuff or a mixture of feedstuffs; a
ration is the daily allotment of the diet.

= Restrict the use of “while” and “since” to mean-
ings related to time. Appropriate substitutes in-
clude “and,” “but,” or “whereas” for “while” and
“because” or “although” for “since.”

* The words “Table” and “Figure’ are capitalized
and not abbreviated when used in the text to re-
fer to a specific table or figure. Experiment and
equation should be abbreviated to Exp. and Eq.,
respectively, when preceding a numeral,

* Avoid jargon unfamiliar to scientists from other
disciplines. Do not use the term “head”’ to refer to
an animal or group of animals. Instead, use ani-
mal, sow, ewe, steer, heifer, cattle, ete,

* Avoid bi- as a prefix because of its ambiguity; bi-
weekly means twice per week and once every 2
wlz.

* Breed and variety names should be capitalized
{(Landrace, Hereford). Trademarked or registered
names should be capitalized, but no ™ or ® sym-
bols should be used.
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II. POLICIES AND PROCEDURES OF JAS
(return to Style and Form)

The mission of the American Society of Animal Sei-
ence (ASAS) is to foster communication and collabora-
tion among individuals and organizations associated
with animal seience research, education, industry, or
administration “To discover, disseminate, and apply
knowledge for sustainable use of animals for food and
other human needs.” The Journal of Animal Science
(JJAS), which is published monthly by ASAS, accepls
manuseripts presenting information for publication
with this mission in mind. The editorial policies of
JAS are established by the editor-in-chief, managing
editor, division and associate editors, and editorial
board, subject to review by the publications commit-
tee, board of directors, and the membership of ASAS.
The views expressed in papers published in JAS rep-
resent the opinions of the author(s) and do not nec-
essarily reflect the official poliey of the institution
with which the author is affiliated, the ASAS, or the
editor-in-chief, It is the responsibility of the authors
to ensure the accuracy of collection, analysis, and in-
terpretation of data in manuseripts and ultimately to
guarantee the veracity of the contents of articles pub-
lished in JAS.

The JAS is one of the most frequently cited, peer-
reviewed, agriculturally oriented research journals
in the world, based on statistics published by ISI Inc.
(Philadelphia, PA). [ts high ranking in several [S] cat-
egories, including impact factor, attests to the quality
standards maintained by the JAS editorial board, edi-
tors, and staff and by authors who submit manuseripts
for publication.

Contact Information

For information on the scientific content of the jour-
nal, contact the Editor-in-Chief, Dr. Steven A. Zinn,
Department of Animal Science, University of Connecti-
cut, Storrs, CT 06269-4040; phone: 860-486-0861; FAX:
860-486-4375; e-mail: steven.zinn@uconn.edu.

For other information or to submit a paper, contact
Susan Pollock, Managing Editor and Director of Edi-
torial and Production, Headquarters Office, American
Society of Animal Science, 2441 Village Green Place,
Champaign, IL 61822; telephone 217-356-7641; FAX
217-378-4083; journals@assochq.org.

For assistance with Manuseript Central, Manu-
script Submission/Copyright forms, publication charge
invoices, or offprint orders, contact Jeremy Holzner,
Manuseript Central Coordinator and Editorial Assis-
tant, Headquarters Office, 2441 Village Green Place,
Champaign, IL 61822; FAX 217-378-4083; jeremvh@
assochq.org.

Care and Use of Animals

All manuscripts submitted to /AS must be accom-
panied by a manuscript submission form certifying

that any research that involves animals has followed
established standards for the humane care and use of
animals and must specify which standards were used.
Only investigations that have followed high standards
for the humane care and use of animals in research will
be reported in JAS.

The manuseript must include a statement of insti-
tutional animal care and use committee (IACUC) (or
equivalent) approval of all animal procedures. The
IACUC statement should appear as the first item in
the Materials and Methods. The manuseript should
discuss anesthetics, analgesics, tranquilizers, and care
taken to minimize pain and discomfort during preop-
erative, operative, and postoperative procedures. If re-
search requires discomfort to the animals or stressful
conditions, justifieation for these conditions must be
evident in papers published in JAS,

Types of Articles

Articles published in JAS encompass a broad range
of research topies in animal production and fundamen-
tal aspects of genetics, nutrition, physiology, and prep-
aration and utilization of animal products. Articles
typically report research with beef cattle, companion
animals, goats, horses, pigs, and sheep; however, stud-
ies involving other farm animals, aquatic and wildlife
species, and laboratory animal species that address
fundamental questions related to the biology of live-
stock, companion animals, and other managed animals
will be considered for publication. Manuscripts that
report research on production issues in animals other
than those constituting the main focus of the journal
should be submitted to other journals,

The preceding paragraph is not meant to exclude
manuscripts but, rather, is a clarification of the focus of
the journal. If there are any questions concerning the
appropriateness of a manuseript for the journal, please
contact the editor-in-chief.

Research Articles. Results of work contained in
manuscripts submitted to JAS must not have been
published or submitted previously in a refereed sci-
entific journal. Previous presentation at a scientific
meeting or the use of data in field day reports or simi-
lar documents, including press publications or post-
ings to personal or departmental Web sites, does not
preclude the publication of such data in JAS. Articles
simultaneously posted to Web sites and submitted to
JAS should carry a disclaimer on the Web site that
this version of the paper has not undergone JAS peer-
review and is not to be considered the final published
form of the article. If the article is published in JAS
the author should post the PDF (reprint) version of
the article to the Web site so proper credit can be
given to JAS as the publisher of the article. Because
JJAS holds the copyright to articles it publishes, post-
ing altered .JAS articles that are represented as exact
duplicates of the published version constitutes copy-
right violation.
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Review Articles. The journal publishes board-invit-
ed review articles each year; these reviews are iden-
tified by the editor-in-chief in consultation with the
editors. Occasionally proposals for review articles to be
published in JAS may be solicited by division editors,
after consultation with the editor-in-chief; the authors
will be responsible for publication charges for these
articles. Unsolicited review articles will not be consid-
ered.

Special Topics. Papers will be considered for pub-
lication in this division that present Biographiecal or
Historieal Sketches, or that present viewpoints dealing
with Contemporary Issues or Teaching in the animal
sciences, or Perspectives that put a particular current
topic into context in terms of its relationship or impor-
tant to an entire area.

Biographies and Histories are part of the Special
Topics Division but will be published only on the ASAS
Web site (http://www.asas.orgipub_bichist.asp). The
frequency of publication depends on the availability
of the prepared sketches. See http:/fjas.fass.org/misc/
JAS Bibliographical Sketch Instruct_10.pdf for more
information.

Contemporary Issues include topics such as environ-
mental concerns, legislative proposals, systems analy-
gig, and others. Teaching papers may discuss innova-
tive pedagogical methods, philosophy of education, or
solutions to teaching problems in animal science. Al-
though Contemporary Issues or Teaching papers do
not have to include original data, whenever appropri-
ate the stated assertions should be substantiated by
references to established information from credible
published sources.

Special Topics papers will be subject to peer review
in a manner similar to other submissions. Because of
the nature of these papers, their format may vary from
that of standard scientific articles,

Technical Notes. A technical note is a vehicle to re-
port a new method, technique, or procedure of interest
to JAS readers. When possible, a technical note should
include a comparison of results from the new method
with those from previous methods, using appropriate
statistical tests. The advantages and disadvantages of
the new procedure should be discussed. When typeset,
a technical note shall not exceed 6 pages (9 typed man-
uscript pages), including tables and figures. The words
“Technical note” shall be the first words of the title of
such manuscripts. The review process for a technical
note will be the same as that for other manuscripts.

Letters to the Fditor. Letters judged suitable for pub-
lication will be printed in a “Letters to the Editor” sec-
tion of JJAS. The purpoese of this section is to provide a
forum for scientific exchange relating to matters pub-
lished in JAS. To be acceptable for publication, letters
must adhere to the following guidelines: 1) Only letters
that address matters of science and relate to informa-
tion published in JAS will be considered. In general,
letters should not exceed 5,000 characters plus spaces
and should contain no more than 5 citations; 2) Letters

should provide supporting evidence based on published
data for the points made or must develop logical scien-
tific hypotheses; letters based on conjecture or on un-
substantiated elaims will not normally be published. No
new data may be presented in the letters; 3) Letters will
be considered by the editor-in-chief and if deemed appro-
priate for publication, the author(s) of original paper(s)
will be invited to write a letter of response. Normally
both letters will be published together; and 4) All letters
will be subject to acceptance and editing by the editor-
in-chief and editing by the technical editor.

SUBMISSION OF MANUSCRIPTS

Manuseripts should be submitted electronically at
http:/fme.manuscripteentral comfjas.  Authors  who
have questions about using the electronic manuseript
submission system should contact Jeremy Holzner,
Manusecript Central coordinator and editorial assistant
at: jeremyh@assochq.org. Authors who are unable to
submit electronically should contact Jeremy Holzner
(jeremyh@assochq.org) for assistance; include your
manuscript as an attachment (saved as a Microsoft
Word file). Staff at ASAS headquarters will post manu-
scripts by proxy, but authors should be aware that de-
lays might occur in the review process.

Copyright Agreement

Authors shall complete the Manuseript Submission
and Copyright Release form for each new manuscript
submission; faxed copies are acceptable. The form
is available online at http:/jas.fass.org/misc/JAS-
Copyright_new.pdf. The copyright agreement is includ-
edin the Manuscript Submission and Copyright Release
form and must be completed by all authors before
publication can proceed. The corresponding author is
respongible for obtaining the signatures of coauthors.
Persons unable to sign copyright agreements, such as
federal employees, must indicate the reason for exemp-
tion on the form. The copyright to material published
in JAS 1s held by ASAS. Persons who wish to reproduce
material in JAS must request written permission to re-
print copyrighted information from the managing edi-
tor. Likewise, authors of «JAS manuscripts who include
material (usually tables or figures) taken from other
copyrighted sources must secure permission from the
copyright holders and provide evidence of this permis-
sion at the time the manuscript is submitted to JAS for
review. Tables or fipures reproduced from the work of
others must include an acknowledgment of the original
source in a footnote or legend.

REVIEW OF MANUSCRIPTS

General Procedures. The suitability of all manu-
scripts for publieation in -JAS is judged by the review-
ers and associate editors, division editors, and the edi-
tor-in-chief. All communications regarding a submitted
manuscript should maintain confidentiality. Associate
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editors handle correspondence with the author and
promptly advise the division editor whether a manu-
seript should be rejected or accepted. The division edi-
tor's decision toreject or accept is based on the associate
editor's recommendation and his or her own review of
the manuscript. The division editor forwards document
files for accepted manuseripts to the editor-in-chief for
further review and editing, after which the editor-in-
chief forwards the document file(s) to the technical edi-
tors. Note that most manuscripts that are eventually
published are first returned by the associate editor to
the author for revision, and in addition, the division
editor may ask for changes before acceptance. The edi-
tor-in-chief is the final arbiter regarding acceptance or
rejection of manuscripts submitted for publication,

Rejections. There are 3 main grounds for rejection
of manuseripts, First, manuseripts that are not written
clearly, concisely, and coherently or that do not con-
form to -JAS style and form guidelines will be rejected
without review. Nonnative English authors are urged
to have their paper reviewed by a native English writ-
er. Second, the substance of the manuscript may not
meet JAS standards: the work may be incomplete, the
evidence may not support the conclusions, the experi-
mental approach may be poorly conceived, or the work
may repeat established fact or represent no advance of
existing knowledge. Third, although the work may be
sound and the results valid, the paper may be better
suited for publication elsewhere.

A;rpeals. If a manuscript is rejected, as a first course
of action the author may discuss the matter with the
associate editor or division editor responsible for the
manuscript. Decisions must be appealed to the editor-
in-chiel if' the author(s) believe(s) that the judgment
was erroneous or unfair, A letter presenting the rea-
sons for the appeal should be sent to the editor-in-chief.
The editor-in-chief will review the author's reasons, as
well as all materials related to the manuseript and,
after consulting with the editors who reviewed the
manuscript, will render a decision whether to accept or
deny the appeal. A rejected manuscript may be resub-
mitted for publication in another division of JAS only 1if
this course of action has been specifically recommend-
ed by the associate editor or division editor originally
assigned to the manuscript and the transfer has been
approved by the editor-in-chief.

Revisions. Most manuscripts that are eventually
published are returned to the author(s) for revision,
Normally, the revised manuscript must be returned to
the associate editor via JAS Manuscript Central with-
in 6 wk from the date of receipt by the author or the
manuscript will be withdrawn. Extenuating cireum-
stances must be communicated to the techniecal editing
staff, who will consult with the editor-in-chief before
granting an extension. A Revision Checklist (http://jas.
fass.org/misc/JAS Revison checklist pdf) is sent with
requests for revision to assist the authors.

PAPERS IN PRESS, AUTHOR PROOFS,
AND PUBLICATION CHARGES

Papers in Press. To facilitate earlier dissemination,
accepted manuscripts will be assigned a digital object
identifier (DOI) and posted to the JAS Papers in Press
site (http:/fjas.fass.org/papbyrecent.dtl) in the form in
which they are accepted; because this does not repre-
sent the final, published form of the manuscript, the
authors bear the primary responsibility for the content
of manuscripts posted to the publish-ahead-of-print
site,

Author Proofs. Accepted manuscripts are forwarded
by the editor-in-chief to the editorial office for techni-
cal editing and typesetting. At this point, the technical
editor may contact the authors for missing information
or figure revisions. The manuscript is then typeset,
figures reproduced, and author proofs prepared. Corre-
spondence concerning the accepted manusceript should
be directed to the technical editor.

Proofs of all manuscripts will be provided to the cor-
responding author and should be read carefully and
checked against the typed manuscript; accuracy of the
galley proof is the author's responsibility. Corrections
may be returned by fax, mail, or e-mail. For faxed or
mailed corrections, changes to the proof should be made
neatly and clearly in the margins of the proof. If exten-
sive correction is required, changes should be provided
on a separate sheet of paper with a symbol indicating
location on the proof. Changes sent by e-mail to the
technical editor must indicate page, column, and line
numbers for each correction to be made on the proof.
Editor queries should be answered on the galley proofs;
failure to do so may delay publication. Excessive au-
thor changes made at the proof stage may result in a
$250 surcharge.

Publication Charges and Reprinis. The journal
has 2 options available for publication: open access
{OA) and conventional page charges. For the OA op-
tion, authors will pay the OA fee when proofs are re-
turned to the editorial office so that their paper will
become freely available upon publication in an online
issue. Charges for OA publication are $2,500 per ar-
ticle, if at least one author is a current professional
member of ASAS; the charge is $3,250 when no author
is an ASAS member. FFor conventional publication, the
charge is $85 per printed page in JAS if at least one
author is an ASAS member; the page charge is $170
when no author is a member of ASAS. Reprints may be
ordered at an additional charge. When the galley proof
is sent, the author is asked to complete a reprint order
form requesting the number of reprints desired and the
name of the institution, agency, or individual respon-
sible for publication charges. Authors who submit ar-
ticles containing color illustrations are responsible for
paving the additional charge for eolor printing, includ-
ing the printing of any reprints they order.
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STANDARD JAS ABBREVIATIONS

(return to Style and Form)

The following abbreviations should be used without
definition in -JAS; plural abbreviations do not require a
final “g"., Use of 3-letter abbreviations for amino acids
(e.g., Ala) is acceptable in JAS. For chemical units and
abbreviations, refer to the ACS Style Guide (published
by the American Chemical Society, Washington, DC).

Physical waits

Ttem Unit

Bq becquerel

°C degree Celsius

cal calorie

i curie

cM centimorgan (spell out morgan if used
without a prefix)

Da dalton

Eq equivalent (only can be used with a prefix)

g gram

ha hectare

Hz hertz

U international unit

J joule

L liter

Ix lux

m meter

M molar (concentration; preferred over mol/L)

mol mole

N normal (concentration)

Pa pascal

rpm revolutions/minute (not to be used to
indieate centrifugal force)

t metric ton (1,000 kg)

v volt

W watt

Units of time

[tem Unit

4 second(s)
min minute(s)
h hour(s)

d day(s)

whk week(s)
mo month(s)
yr vear(s)

Statistical symbols and abbreviations

Ttem Term
ANOVA analysis of variance
(Y coefficient of variation

df degree(s) of freedom (spell out if used
without units)

I I.distribution (variance ratio)

LSD least significant difference

n sample size (used parenthetically or in

footnotes)

P probability

i simple correlation coefficient

r simple coefficient of determination

R multiple correlation coefficient

R* multiple coefficient of determination

s variance (sample)

sD standard deviation (sample)

SE standard error

SED standard error of the differences of means

SEM standard error of the mean

t t- (or Student) distribution

o probability of Type I error

B probability of Type II error

n mean (population)

Is] standard deviation (population)

i variance (population)

v chi-squared distribution

Others

[tem Term

AN amino acid(s)

ACTH adrenccorticotropic hormone

ADF acid detergent fiber (assumed sequential
unless designated otherwise)

ADFI average daily feed intake (not to be
confused with DMI)

ADG average daily gain

ADIN acid detergent insoluble nitrogen

ADL acid detergent lignin

ADP adenocsine diphosphate

Al artificial insemination

ALA acid insoluble ash

ARB Agricultural Research Service

ATP adenosine triphosphate

avg average (use only in tables, not in the
text)

BCS body condition score

BLUFP best linear unbiased prediction

bp base pair

BSA bovine serum albumin

BTA Bos taurus chromosome

BW body weight (used for live weight)

cDNA complementary deoxyribonucleic acid

C/EBP CAAT-enhancer binding protein

cfu colony-forming unit

CIE International Commission on [Nlumination

CLA conjugated linoleic acid

CoA coenzyme A

Co-EDTA  cobalt ethylenediaminetetraacetate

cp crude protein (N = 6.25)
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D
diam.
DE
DEAE

DFD
DM
DMI
DNA
EBV
eCG
EDTA
EFA
EIA
ELISA
EPD
Eq.
Exp.

FFA
'sH
g

GE
G:F
GLC
GLM
GnRH
GH
GHRH
hCG
HCW
HEFPES

HPLC

id.
g

1GKF
IGFBP

IL
IVDMD
kb

KPH

L

Tthn
LH
LHRH

LM
ME
MP
mRNA
MUTA
NAD
NADH

Instructions to Authors of Journal of Animal Science

dextro-

diameter

digestible energy

(dimethylamino)ethyl (as in DEAE-
cellulose)

dark, firm, and dry (meat)

dry matter

dry matter intake

deoxyribonucleic acid

estimated breeding value

equine chorionic gonadotropin

ethylenediaminetetraacetic acid

essential fatty acid

enzymeimmunoassay

enzyme-linked immunosorbent assay

expected progeny difference

Equation(s)

experiment (always followed by a
numeral)

free fatty acid(s)

follicle-stimulating hormone

gravity

gross energy

gain-to-feed ratio

gas-liquid chromatography

general linear mocdel

gonadotropin-releasing hormone

growth hormone

growth hormone-releasing hormone

human chorionie gonadotropin

hot carcass weight

N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N'-2-
ethanesulfonic acid

high-performance (pressure) liquid
chromatography

inside diameter

immunoglobulin (when used to identify a

specific immunoglobulin)
insulin-like growth factor
insulin-like growth factor-binding
protein(s)
interleukin
in vitro dry matter disappearance
kilobase(s)
kidney, pelvie, heart fat
levo-
lethal dose 50%
luteinizing hormone
luteinizing hormone-releasing
hormone
longissimus muscle
metabolizable energy
metabolizable protein
messenger ribonucleic acid
monounsaturated fatty acid
nicotinamide adenine dinucleotide

reduced form of NAD

NDF
NDIN
NE
NE,
NE,;
NE,,
NEFA
No.

NPN
NRC
o.d.
OM
PAGE
PBS
PCR
PG
PMSG
PPAR

PSE
PUFA
QTL
RDP
REML
RFLP

RIA
RNA
RQ
RUP
rRNA
SAS
SDS
SFA
SNP
s8p.
ST
spp.
S6C
TDN
TLC
Tris
tRINA
TSAA
USDA
uv
VFA
vol

volivol

V8.

wtivol
wifwt

neutral detergent fiber

neutral detergent insoluble nitrogen

net energy

net energy for gain

net energy for lactation

net energy for maintenance

nonesterified fatty acid

number {(use only in tables, not in the
text}

nonprotein nitrogen

National Research Counecil

outside diameter

organic matter

polvacrylamide gel electrophoresis

phosphate-buffered saline

polymerase chain reaction

prostaglandin

pregnant mare's serum gonadotropin

peroxisome proliferator-activated
receptor

pale, soft, and exudative (meat)

polyunsaturated fatty acid(s)

quantitative trait locus (loci)

ruminally degradable protein

restricted maximal likelihood

restriction fragment length
polymorphism

radicimmunoassay

ribonueleic acid

respiratory quotient

ruminally undegradable protein

ribosomal ribonucleic acid

Statistical Analysis System

sodium dodecyl sulfate

saturated fatty acid

single nucleotide polymorphism

subspecies

somatotropin

species

Sus scrofa chromosome

total digestible nutrients

thin layer chromatography

tristhydroxymethyl)aminomethane

transfer ribonucleic acid

total sulfur amino acids

US Department of Agriculture

ultraviolet

volatile fatty acid(s)

volume

volume/volume (used only in
parentheses)

versus

weight (use only in tables, not in the
text)

weight/volume (used only in parentheses)
weight/weight (used only in parentheses)
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LITERATURE CITED GUIDELINES
FOR JOURNAL OF ANIMAL SCIENCE

(return to Literature Cited in Style and Form)

Citations in the Text. In the body of the manuseript,
refer to authors as follows:; Smith and Jones (1992) or
Smith and Jones (1990, 1992), If the sentence strue-
ture requires that the authors’ names be ineluded in
parentheses, the proper format is (Smith and Jones,
1982; Jones, 1988a,b; Jones et al,, 1993). When there
are more than 2 authors of an article, the first author's
name is followed by the abbreviation et al. More than 1
article listed in the same sentence or parentheses must
be in chronological order first and alphabetical order
for 2 publications in the same year. Published articles,
and not abstracts, should be cited whenever possible;
if the worls was originally described in an abstract, the
author(s) should use a literature search to determine
if the work has been published as a peer-reviewed ar-
ticle.

Waork that has not been accepted for publication shall
be listed in the text as “J. E. Jones (institution, city, and
state or country, personal communication).” The au-
thor's own unpublished work should be listed in the text
as “(J. Smith, unpublished data).” Personal communica-
tions and unpublished data must not be included in the
Literature Cited section.

Literature Cited Section. To be listed in the Liter-
ature Cited section, papers must be published or ac-
cepted for publication (“in press’). In the Literature
Cited section, references are listed alphabetically by
the author(s)’ last name(s), and then chronologically,
The year of publication follows the authors' names.
As with text citations, 2 or more publications by the
same author or set of authors in the same year shall
be differentiated by adding lowercase letters after the
date, All authors' names must appear in the Literature
Cited section. Journals shall be abbreviated according
to the conventional ISO abbreviations used by PubMed
(http://www .nebi.nlm.nih.govlentrez/query fegi). A list
of standard abbreviations for frequently cited jour-
nals and abbreviations used in citations is available at
http:/lwww.asas.orgfias/journal abbrevs.pdf One-word
titles must be spelled out. Inclusive page numbers
must be provided.

Sample references are as follows:

1. Books and articles within edited books:

AOAC, 1990, Official Methods of Analysis. 15th ed. Assoc. Off. Anal.
Chem., Arlington, VA,

NRC. 1989. Nutrient Requirements of Dairy Cattle. 6th rev. ed. Natl.
Acad. Press, Washington, DC.

Hobinson, P.H., E. K. Okine, and J. J. Kennelly. 1992, Measurement
of protein digestion in ruminants. Page 121 in Modern Methods
in Protein Nutrition and Metabolism. S, Nissen, ed. Academic

Press, San Diego, CA.

2. Handbooks, technical bulletins, theses, and dis-
sertations

Goering, H. K., and P. J. Van Soest. 1970. Forage Fiber Analyses
(Apparatus, Reagents, Procedures, and Some Applications). Ag-
rie. Handbook No. 379, ARS-TUSDA, Washington, DC,

Sigma. 1984, Total hemoglobin: Quantitative, colovimetric determi-
nation in whole blood at 530-550 nm. Tech. Bull. No. 525, rev.
ed, Sigma Chemical, St. Louis, MO,

Ward, J. . 1885. Effects of copper deficiency on performance and im-
mune function of cattle, PhD Diss, North Carolina State Univ.,
HRaleigh.

3. Journal articles and abstracts

Cleale, R. M., IV, R. A. Britton, T. J. Klopfenstein, M. L. Bauer, I,
L. Harmon, and L. T). Satterlee. 1987a. Induced non-enzymatic
browning of soybean meal. II. Ruminal escape and net portal
absorption of soybean protein treated with xylose. J. Anim. Seci.
65:1319-1326.

Hall, J. BE., R. B. Staigmiller, R. E. Short, R. A. Bellows, S. E. Bar-
tlett, and D. A. Phelps. 1993. Body composition at puberty in
beef heifers as influenced by nutrition and breed. J. Anim. Sei.
T1(Suppl. 1):205. (Abstr.)

4. Conference proceedings

NMC. 1995, Summary of peer-reviewed publications on efficacy of
premilking and postmilking teat disinfections published since
1980, Pages 82-92 in Natl. Mastitis Counc. Reg. Meet. Proc.,
Harrisburg, PA. Natl. Mastitis Counc., Arlington, VA,

Talmant, A., X, Fernandez, P. Sellier, and G, Monin. 1989, Glycolytic
potential in longissimus dorsi muscle of Large White pigs as
measured after in vivo sampling. Page 1129 in Proc. 35th Int.
Congr. Meat Sci. Technol., Copenhagen, Denmark.

Van der Werf, J. H. J. 1990. A note on the use of conditional models
to estimate additive genetic variance in selected populations.
Proc. 4th World Congr. Genet. Appl. Livest. Prod., Edinburgh,
Secotland X111:476-479.

5. Electronic Publications

FDA. 2001, Effect of the use of antimicrobials in food-producing
animals on pathogen load: Systematic review of the published
literature. http://www.fda govievm/antimicrobial PathRpt PDF
Accessed Dec. 14, 2001,

Huntington, G. B,, D). L. Harmon, N. B. Eristensen, K. C. Hanson,
and .J. W. Spears. 2006, Effects of a slow-release urea source
on abzorption of ammonia and endogenous production of urea
by cattle. Anim. Feed Seci. Technol. doi:10.1016/j.anifeedsei.
2006.01.012

Le Neindre, P, C. Terlouw, X. Boivin, A, Boissy, and J. Lensink. 2001,
Behavioral research and its application to livestock transport
and policy: A European perspective. J. Anim. Sci. 79(E-Suppl.)
http:/fwww.azas org/jas/jas0905, pdf Accessed Oct. 7, 2001,

POLICIES REGARDING
NUMBER USAGE FOR
JOURNAL OF ANIMAL SCIENCE

(return to Style and Form)

In 2008, JAS adopted the proposed changes for num-
ber style by the Council of Science lditors for the sev-
enth edition of their Secientific Sivle and Formai. The
greatest change is more widespread use of numerals
for single-digit numbers. A full deseription of the new
number style is available online (http://’www.council
scienceeditors.org/publications/ssf numberstyle.cfm).

A summary of the CSE number style policies is as
follows:
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All cardinal numbers are written as numerals ex-
cept when they begin a sentence or appear in a
title, when 2 numerals are adjacent in a sentence
(spell out the number most easily expressed in
words; eg., two 10-kg samples), or when a num-
ber is used as a figure of speech.

Numbers less than 1 are written with a preceding
(leading) zero (e.g., 0.75).

A comma separator is used in numbers greater
than 999.

Numerals should be used to designate ratios and
multiplication factors (e.g., 2:1, 8-fold increase).
If a number is spelled out at the beginning of a
sentence, its associated unit is also spelled out
(e.g, Ten milliliters of fluid . . ., not Ten mL of
fluid . . ).

Units of measurement not preceded by a number
should be spelled out rather than abbreviated
{e.g., lysine content was measured in milligrams
per kilogram of diet) unless used parenthetically.
Single-digit ordinals are spelled out (ie., first
through ninth); larger ordinals are expressed in
numeric form. Single-digit ordinals may be ex-
pressed numerically when they form part of a
series (e.g., 1st, 3rd, 10th, 20th, not first, third,
10th, 20th).

physies.nist.gov/euu/Unitsfintroduetion.html, or
http:/fphysics.nist.gov/Pubs/SP330/sp 330 . pdf
When a term must be expressed in nonmetrie
units for clarity (e.g., bushel weight), give such
values in parentheses after the metric value.

Use “to” instead of a hyphen to indicate a numeri-
cal range in text.

Avoid the use of multiplying factors (e.g., » 10% in
table columns or rows, or in figure axis labels be-
cause of the uncertainty whether the data are to
be, or already have been, converted by the factor.
Avoid ambiguity by stating units (e.g., numbers of
spermatozoa, millions/mL).

Do not use more than one slant line (for “per”) in

a 31[1{.{;16 expression (e.g., use 5 mgf(g-d) or 5 mg-
g l.d™ instead of 5 mglg/d). Mathematically, “per”
implies division; when 2 “per” occur consecutive-
ly, it is unclear precisely what is being divided by
what.

Dietary energy may be expressed in calories or
in joules; the standard SI unit for energy is the
joule.

Hyphenate units of measure used as preceding
adjectives (e.g., b-kg sample). Hyphens are not
used with percent or degree signs.

Insert spaces around all signs (except slant lines)
of operation (=, —, + %, = or <, ete.) when these

seneral number usage policies of JAS are as fol- signs occur between 2 values.
lows: * Convert “mg %" to other units, such as mg/Li or
mg/ml; usge “mol/100 mol” rather than “molar
* Measures must be presented in the metrie system percent.”
(SI or Systéme International d'Unités; see: hitp://
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Vaccinal immune response and interference of colostral antibodies in
calves vaccinated at 2, 4 and 6 month of age born from revaccinated
females

Filho,0.A."; Megid,J**.; Geronutti L*., Ratti J J%., Kataoka, A.P.A.G.; Martorelli,L.F.A*

The placenta of ruminants is syndesmochorial preventing the passage of
immunoglobulins molecules, so the newborns are entirely dependent on antibodies
received through the colostrum. They rely exclusively on passive immunity absorbed
from maternal colostrum for their protection against infection during the first weeks of
their life. The objective of this work was to evaluate the interference of colostral
antibodies and the humoral immune response of calves vaccinated against rabies at 2, 4
and 6 month of age, born from revaccinated females. Females revaccinated against
rabies at the final third of pregnancy were studied. Forty hours after parturition blood
from dams and offsprings were collected and the antirabies neutralizing sera antibodies
titers analyzed by RFFIT. The conventionally defined FAVN level of 0.5 IU/ml was
considered as a cut-off for rabies protection. Antibodies transferred by colostrum with
similar titers were observed in all calves studied 48 hours after birth. Seraneutralizing
anti-rabies titers above 0, 5Ul/mL remained until the 5™ month in calves vaccinated to 2
months while decreased after the 3 months in the other groups representing a period of
lack of protection higher than 2 months vaccinated group. None of the groups presented
satisfatory serological response after the first vaccination, but all have appropriate
response after revaccination. The study showed that anti-rabies vaccination can be
recommended in calves two months of age regardless of maternal vaccination status

followed by re-vaccination 30 days after, and when they reach 12 months of life.

1- UNESP- School of Veterinary Medicine and Animal Science- Departament of Veterinary Hygiene and Public Health- Botucatu-
SP, Brasil

2- Zoonosis Control Center — Rabies Laboratory - Sdo Paulo-SP, Brasil

3- UNESP- School of Veterinary Medicine and Animal Science- * email:jane@fmvz.unesp.br
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Introduction

According to Panamerican Health Organization [22], 2797 cases of rabies in
cattle were reported in 2004 in the countries of the Americas, 87% more cases than in
2002. Of these, 2591 (92.6%) occurred in Latin America; 130 (4.6%) in North America
and 76 in Caribbean and Guatemala. In Latin America, Brazil had 60.6% of cases,

followed by 13% in Mexico and 8% in the Andes.

There’s no predisposition of race, sex or age, but a greater prevalence of the
disease can be observed in young animals [16]. The occurrence of numerous cases in
calves under one year of age may be related mainly to immunity in this age, since this
phase occurs the lacking of colostral immunity and the animals have not been
vaccinated against rabies, or if received the first vaccine, in most cases, not received the

vaccinal booster [17,20].

In a study by Lima et a. (2005), in 25 cases of bovine rabies diagnosed in a
veterinary hospital of Federal University of Paraiba, Campina Grande, higher
prevalence was observed in young animals, with less than two years of age. The authors
correlated this to the lower immunity of these animals that were not re-vaccinated after
30 days of the first vaccination, performed to three and four months of age. The same
situation was observed in Mato Grosso do Sul where an increased prevalence in young

animals was also noted [16,20].

The presence of seraneutralizing antibodies in cattle vaccinated against rabies is

agood indicator of the effectiveness of vaccine used [6].
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Albas et a. (2004), in Presidente Prudente-SP studing the humoral immune
response have examined ten different lots of antirabies vaccine in 139 vaccinated cattle.
The results showed significant differences in the different types of vaccines. Three of
them presented 73, 3% 52,9% and 80% percentage of animals not reagents,

demonstrating vaccinal failures.

In a study with 35 cattle, Albas et a., (1998) reported that booster doses of
vaccination induced higher titers of antibodies. The authors observed that 19% of who
received a dose of booster 30 days after vaccination maintained antirabies antibodies
titers greater or equal to 0, 5UI/mL after 360 days, as opposed to the group that did not

receive the booster, where only 4,7% presented titer equal to 0,5 Ul/mL 270 days after.

This same group of researchers (Albas et al., 2006), following this same subject
compared three groups of animals (a, b and c¢) using three aternative protocols of
immunization with rabies inactivated vaccine. The Group A received a single dose of
vaccine, the group B received a booster after 30 days and group C a booster 30 and 180
days after the first immunization. The results demonstrated that Group C presented

higher and more persistent antirabies antibodies titers compared to the two other groups.

Some researchers also reported similar results confirming that the immune
response induced by only one vaccine dose does not induce high antibodies titers
[28,32,27,23]. However, where doses of booster are done, the seraneutralizing

antibodies titers become significantly higher [1,21].

Compared with active immunity described above, passive immunity transferred
through colostrum to calves after birth, has a limited duration, having been verified that

it is detected for a relatively short period, while immunity actively induced by
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vaccination is in many cases more lasting. The newborn ungulates have initial
protection achieved by passive transfer of immunoglobulin (I1g) from mother to newborn
[24]. The transfer of the maternal antibodies to fetus is determined by the structure of
the placenta. The placenta of ruminants is syndesmocoria. This type of placenta
prevents the passage of Ig molecules to the fetus and newborn are so dependent on

antibodies received through colostrum [8,31,11].

In cattle, it is essential that the calves ingest the colostrum until 24 hours post
birth, once the concentration of intestinal proteolityc enzymes is very low in the first
hours after birth and the immunoglobulins obtained through ingestion of colostrum
reach the small intestine where they are absorbed reaching the epithelial cells by
pinocytosis, passing completely inside the intestinal capillaries reaching the circulatory

system resulting in massive Ig absorption [8].

Failure of colostral appropriate antibodies transfer can occur due to some factors
such as insufficient quantity or poor quality of colostrum production , bulk of ingested
colostrum, Ig concentration in colostrum, age at first pregnancy of the cow and weight

of calf at birth [9,11].

The acquisition of passive immunity in neonates is dependent on the ingestion
and absorption of appropriate quantities of Ig from colostrum, essential to provide

protection to at least the first two to four weeks of life [25,9].

One of the biggest challenges in the development of an active immune response
in calves has been assigned to maternal immunity to interference. When the vaccine in

large animals is delineated, it should be remarked that there is a large variability in the
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persistence of maternal antibodies. One important factor in maternal antibodies

persistence, isthe level of maternal antibodies in serum [19].

In young animals, in anti-rabies vaccination, as well as in any other vaccine, the
presence of colostral antibodies can inhibit the establishment of active immunity [26].
This may be due in part to a negative feedback, through which the combination of
specific Ig with the cristaloids fragment receivers of B-cell immunoglobulin, blocks the
activity of B-cell receptor and thereby inhibits the further production of more antibodies
of the same specificity. The maternal antibody passively transferred can thus prevent
successful vaccination in young animals. This period can take months, depending on the

amount of 1g transferred to the neonate and half life of 1g [31].

In a study by Bunn (1988), interference of vaccination in calves with the SAD
vaccine also was assigned the colostral antibodies. The author noted, however, that the
titer of maternal antibodies measured in younger calves was extremely lower and not
correlated with the titer of the mother after the birth. Thus considered the possibility of a
inappropriate immune response in young animals, due to insufficient immune response

dueto colostral antibodies interference

Research conducted in Bolivia by Arnold et al., (1973), assessed the possibility
of colostral antibodies interference against rabies in calves born from revaccinated
mothers six months before the parturition. The calves were vaccinated with a single
dose of the same vaccine to four, five, six and seven months of age. The media of
antibodies titers between the four groups was 5.0, 7.7, 15.8 and 31.9 Ul/mL being
detected maternal antibodies until 6 months of age. The results indicated interference on
the response of vaccination in young calves young recommending re-vaccination to 12

months of life.
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Previous researchs using primevacinated cows not subject to booster after
vaccination, interference in vaccination was observed in vaccinated calves two and four
months old, evidenced by fewer animals that presented serum convertion 15 days after
anti-rabies vaccination. After vaccina booter, however, the animals responded to the
vaccine in asimilar way. Additionally, in this experiment, the authors observed absence
of seroconversion in nine (35,7%) from 30 cows, characterizing possible vaccina

failures and suggesting that need of booster vaccinal [14].

Anti-rabies vaccination has been indicated to three months of age with booster
30 days after in the prophylaxis for rabies. Up to this age, vaccinated calves born from
vaccinated mothers has colostral antibodies in satisfactory protection levels. When born
from non vaccinated mothers the anti-rabies vaccine is indicated at birth because
although they do have not a immune system completely competent early vaccination

will enable memory cells, collaborating with a future immune response [15].

Soulebot (1978), consider that, to be effective, vaccination against rabies should
not be indicated before the age of four months in calves born vaccinated mothers.
According to the same author, calves must have nine months of age before being
vaccinated. When vaccinated between four and six months, booster is advisable before

reaching one year of age.

The schedule of administration of many vaccines involves the estimation of the
time that the maternal antibodies level islow enough to induce an immune response and

provide active immunity in calves for a particular antigen vaccine, [13].

Considering the routine use of anti-rabies vaccination in endemic areas and the

possible interference of colostral antibodies in the first vaccination of calves born from
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vaccinated and revaccinated mothers the aim of this work was to evaluate the vaccinal
response in calves vaccinated with two, four and six months of age born from
primevaccinated and revaccinated females considering also the importance of
revaccination in colostral protection and vaccina interference which would reduce the

success of control programs.

Material and Methods

Pregnant females previously vaccinated against rabies were submitted to
antirabies vaccine at the final third of pregnancy. Forty hours after parturition blood
from dams and offsprings were collected and the anti-rabies neutralizing sera titers
analyzed. Four groups were constituted composed of ten calves being a group of non-
vaccinated, and three groups that have been vaccinated, respectively, to two, four and
six months of age and revaccinated ( booster) after 30 days. The animals were evaluated
serologically 15 days and monthly after vaccination until completed one year of age.
Sera of al animals were tested for rabies virus neutralizing antibody by RFFIT [29,12].
The conventionally defined FAVN level of 0.5 IU/ml for humans was considered as a

cut-off for rabiesimmunization [1].

The results were evaluated in comparison between the different groups.
Statistical analysis were performe using Kruskall Wallis, Fisher test and Qui square

considering p< 0,05 significant.

Results
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The level of antibodies titers, 48 hours after birth, in the groups of calves were

directly correlated to the maternal titer, presenting all groups of calves similar results

and not significant statistical difference (Figure 1 and table 1).
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Figure 1- Variation distribution ( in %) of antirabies neutralizing antibodies in calves,

48 hours after birth, correlated to maternal titers according to vaccinal age and status.

Table 1 — Descritive variation (%) of antirabies antibodies titers presented by calves

48hours after birth
Age at vaccination )
Not Vaccinatedto Vaccinatedto Vaccinated to IO( )
vaccinated 2 months 4 months 6 months
Median +
standard 0,80+ 13,5 8,3+ 35,2 9,7+ 15,6 58+ 20,8
deviation 0,576
Median 0,0(0,0; ) 0,0(0,0; ,
(Quartiles) 0,0 0,0(0,0; 0,0 32,5) 0,0(0,0;8,1)

(*)Kruskal-Wallis test for independent samples.
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1 When considered the immune response after the vaccination and revaccination

2 in different ages statistical significant differences were observed between the groups

3 considering the antibodies titers on the day of first vaccination compared to 48 hours of

4 birth; 15 days post re-vaccination (PV2) compared to the day of vaccination and re-

5 vaccination and 12 months post birth compared to first vaccine day. Significant

6  statistical results are presented in table 2 and Figure 2.

8 Table 2 — Comparison between the age in the first vaccination correlated to serological

9 titer
Age in the first vaccination
Variation (%) ®
2 month (n =9) 4 month (n =10) 6 month(n = 10)

Birth x Vaccine 0,0(-50,5;0,0) a -783(-87,7;-436)b  -62,3(-84,7;-467)b  0,008*

Vaccine x PV1 (15 days post vaccine) -23,1(-430;0,0)a -17,5(-388;75 a 30,0(-20,9; 116,3) a 0,196
PV1x Revaccine (15 days post PV1) 0,0(-46,0;00) a 53,8(-29,8;151,9) ab 155,8(-58;7154) b 0,034
Vaccine x Revaccine (30 days post vaccine)  -24,5(-71,3;-11,5)a 0,0(-37,8;1825)ab  132,5(24,4;334,6)b  0,0024°

Revaccine x V2 (15 days post revaccine) 325(0,0;3189) a 307,7(-0,95;430,0)a 16,2(0,0; 132,5) a 0,257

mg)x 1 month post revaccine (30dayspost 561 00)a  -505(-755;00)a  -123(-245:00)a 0,398

;;%fgg‘f e’; ;C Qﬁgh postrevaccine (30 555(00:1000)a  300(00;1519a  00(6,1:37.1)a 0,201

L month post revacanex 12monthspost 0 (552;150)a 77,3(-207:2077)a  162(00;325)a 0,170
Vaccine x 12 months post birth -245(-588;00)a 2038(-61;451,3)b 1650(131,9;7154)b 0,002

10 Revaccine x 12 months post birth 0,0(-29,8;66,3)a 186,3(22,5;301,9) a 16,3(0,0; 116,3) a 0,115

11(*) Kruskal-Wallis test for independent samples. Descritive resume in median and quartis.
2PV1=15 days post vaccination PV 2 = 15 days post revaccination

14
15
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Figure 2 — Distribution, in percentage of variation, of seraneutralizing antibodies titers:
(1a) First vaccination correlated to birth (1b) one month from first vaccination to PV1,
(1c) 30 days post first vaccination to first vaccination (1d) 12 months post birth

correlated to first vaccination

The percentage of serum convertion in the different groups and moments is

presented in table 3. The 15 days post vaccination 33.3% of calves vaccinated to two
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months were unprotected while in vaccinated groups with four months and six months
70% and 60% were, respectively, unprotected. After revaccination (booster), in calves
vaccinated to two months, 11,1 % were unprotected in relation to vaccinated at four
months and six months of age, in which all animals were protected. Statistically

significant difference was not observed between the groups ( p>0,05).

12 months after the birth, 44.4% of calves vaccinated for the first time at two
months of age were unprotected while the percentage of unprotected calves vaccinated
to four months was 20% and all calves vaccinated at six months were protected.
Significant difference was observed in the group vaccinated at 2 month age compared
to the group vaccinated at six months of age (p = 0,032), however, there was no
significant difference between the groups vaccinated at two and four months of age (p =

0,349) and between the groups vaccinated at four and six months of age (p = 0,473).
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Table 3 — Comparison between the age in the first vaccination correlated to percentage

of unprotected calves (titer <0,5U1/mL)

Age at vaccination

Momento Unvaccinated 2 month 4 month 6 month
(n=10) (n=9) (n=10) (n=10)
48hours post Birth 0,0 0,0 0,0 0,0
1th month 0,0 0,0 0,0 0,0
2th month 20,0 111 0,0 10,0
3th month 40,0 44,4 50,0 30,0
4th month 40,0 33,3 70,0 60,0
5th month 60,0 44,4 70,0 60,0
6th month 100,0 66,7 40,0 80,0
7th month 100,0 77,8 70,0 20,0
8th month 90,0 44,4 30,0 10,0
9th month 40,0 22,2 20,0 0,0
10th month 40,0 0,0 20,0 0,0
11th month 20,0 33,3 0,0 0,0
12th month 10,0 444 a 20,0 ab 00b
PV1 33,3a 70,0a 60,0 a
PV2 11,1a 0,0a 0,0a

PV1 = 15 days post vaccination PV2 =15 days post revaccination

Table 5 present the median of rabies seraneutralizing antibodies titers. There was
no significant difference in median of antibodies between al groupsin the birth until the
age of two months. seraneutralizing antibodies titers less than 0, 5Ul/mL were observed
in unvaccinated calves from 5 to 8 month; in vaccinated at two months, from 6 to 8
month and in the vaccinated group at four months the period of unprotection was
observed to 4 to 7 months and vaccination to the group corresponding to six months of
age, this situation was prominently 4 to 6 months. AcSN titles increase occurred in all

groups from the 9 months.
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Table 5 - Titers of anti-rabies neutralizing antibodies in unvaccinated and vaccinated

calves to two, four and six months of age in different times (values presented in median

and quartiles).
Moment Unvaccinated 2 months 4 months 6 months

Ql Median 3Q Q1 Median 3Q Q1 Median 3Q Q1 Median 3Q
:fsthgﬁrtf] 106 106 106 106 106 106 106 106 106 106 106 106
lthmonth 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 0,87 1,06 1,06
2thmonth 0,80 0,80 1,06 0,52 1,06 1,06 0,80 1,06 1,06 0,66 1,06 1,06
3thmonth 040 068 1,00 0,20 080 08 040 060 080 043 067 1,00
4thmonth 0,30 053 0,73 040 1,06 1,06 015 023 050 020 023 0,73
S5thmonth 0,13 0,26 0,73 040 053 08 022 026 050 020 026 080
6th month 0,13 0,13 0,18 0,26 0,40 0,80 0,30 0,52 0,93 0,15 0,40 0,40
7thmonth 0,13 0,13 0,18 0,13 0,20 0,26 0,20 0,26 0,90 0,60 0,93 1,06
8thmonth 0,13 0,13 0,13 0,13 0,53 1,06 043 0,80 1,00 0,80 0,93 1,06
9thmonth 026 080 1,06 0,53 1,06 106 053 106 106 106 106 1,06
10thmonth 0,26 1,06 1,06 1,06 1,06 106 060 106 106 106 1,06 1,06
11thmonth 0,80 1,06 1,06 0,26 1,06 106 1,06 106 106 106 1,06 1,06
12 month 0,66 1,06 1,06 0,26 0,80 1,06 0,80 0,80 1,06 1,06 1,06 1,06

Discussion

In this work the anti-rabies antibodies titers in revaccinated cows were evaluated
and correlated to the titer of their calves. The results obtained showed the presence of
neutralizing antibodies higher than 0, 5 Ul/mL, 48 hours after the birth of their calves,
in all revaccinated cows. Different results were obtained by Geronutti (2002) that
studied in your research cows first vaccinated against rabies, also in the final period of
gestation. The author reported absence of protecting titer in nine (35, 7%) of 30 cows
evaluated after the birth of calves and justifies the results as possible vaccination failure

due to a single dose of vaccine, in agreement with the work carried out by Albas et al.,
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(1998) that reinforced the need of a booster to induce persistent titers of antibodies in

vaccinated animals.

Some researchers also reported similar results, since the immune response
induced by only one vaccine did not induce high titers of antibodies [28,32,27,23].
However, when booster are done, titers become significantly higher (Albas et al., 1998;
Oliveira et a., 2000; Albas et al., 2006), results, consistent with the observed in our

research, evaluating revaccinated cows.

Higher or similar antibodies titers have been observed in calves comparatively to
titers of their respective mothers, 48 hours after birth and colostrum ingestion,
indicating the transfer of colostral antibodies in all lots of animals. These results are
contrary to Bunn (1988) and Geronutti (2002), when assessing the transfer of colostral
antibodies in calves born from first vaccinated cows. They observed that the titer of
calves was extremely lower and not correlated with the mother titer after the birth,

probably due to one dose of anti-rabies vaccine only.

Colostral antirabies antibodies titers from birth until 4th month were observed
in al lots of calves studied in this work, in disagreement to Geronutti (2002) that found
antibodies titers until 30 days to 60 days of age in all lots of calves studied born from
prime vaccinated cows reinforcing the need and importance of maternal revaccination

for adequate immunity transfer via colostrum to their descendants.

They are also in disagreement to Arnold et al, (1973), that observed maternal

antibodies against rabiesin 40 calves until the sixth month of life.

In the calves vaccinated at two months, SN titers at smilar levels to presented

48 hours after birth was observed on the day of vaccination, a result hat differed
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statistically from the other groups of calves vaccinated to four and six months of age,
who had a decreased of 78% and 62% in the titer 48hs after birth until primo

vaccination, respectively.

Significant difference in antibody titers, was observed only 30 days after first
vaccination and revaccination in calves vaccinated to two months and six months of
age, being the group with four months of age in intermediate form between them,
indicating interference of colostral antibodies in similar way in the immune response of
calves first vaccinated at two and four month of age. However, after revaccination the
immune response behaved similarly with increase in antibodies titers in all groups

studied.

The responsiveness to vaccination even in the presence of colostral antibodies
was observed by Zimmerman et a.(2006) who evaluate the protection against bovine
viral diarrhea (BVDV) tipol in three groups of calves that ingested colostrum
containing antibodies against BVDV (Group 1) and colostrum without BVDV
antibodies (Group 2 and 3). The groups 1 and 2 were vaccinated against BVDV, while
group 3 was vaccinated with placebo, both with five weeks of life, and challenged three
and a haf months after vaccination with the BVDV-2. strain The Group 3 have
developed serious illness while calves from groups 1 and 2 have developed only amild
or without clinical signs of disease, concluding with the results that the live attenuated
virus vaccine induced a protective immune response in calves, even when high levels of

maternal antibodies were present.

The response to vaccination in calves with 2 months of age similar to calves
vaccinated later, observed in this experiment, can be also explained by recent works

demonstrating that young calves vaccinated in presence of maternal immunity are able
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to show evidence of cellular immunity, and even will display an memory response for
protection when exposed to the same antigen later in life [9]. Although the immune
system is able to give different degrees of protection, it is this combination of passive
and active immunity that together provides protection, often in the form of reduced the

severity of the disease for the newborn [10].

In this work, calves vaccinated to two months of age, remain with protective
levels of anti-rabies antibodies until de 6™ month of life, in contrast to found Geronuitti
(2002) that noted antibodies titers below 0, 5UI/mL at in calves vaccinated to two

months of age born from prime vaccinated dams.

The group of animals unvaccinated, and a vaccinated to four and six months had
adecrease in antibodies titers considered protectives from the 4th month of life, whilein
the vaccinated group to two months began in the 6th month, enabling these animals
longer period of protection, aspect very in endemic and epidemic areas of the disease.
These results are in agreement with Geronutti (2002) who observed absence of
protective antibody levels at six months in calves vaccinated to two months of age, born
from cows prime vaccinated against rabies; while in the groups vaccinated at four and

seven month of age this lack of protection was observed to four and six months of age.

In al vaccinated calves groups, in this research, there was no satisfactory
serological response to first vaccination 15 days after it, but was a significant increase in
the titers of seraneutralizing antibodies 30 days after the same and 15 days after

revaccination. This result was observed mainly in group vaccinated to 6 months of age.

Protective levels of seraneutralizing antibodies were not maintained in

vaccinated groups with two and four months, while in vaccinated animals to six months
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antibodies titers remained higher than other groups after revaccination until they reach
12 months of life, aspect aso observed by Albas et al. (2005), that suggested the
antirabies vaccine with three doses being the booster indicated at 30 and 180 days after

the first vaccination.

Titers lower than 0, 5Ul/mL are considered low, both in animals and in human

beings by the World Health Organization [34].

Longer period of lack of protection was observed in unvaccinated a calf that
was observed during the period from five to eight months making those animals

exposed to disease.

In calves vaccinated with two months of age, the presence titer not protective
was observed in the 6th and 7th month of life; in group vaccinated to four months this
period ranged between the 4th and 7th month and in the group vaccinated to six months,
between four and six months. This period is lower that one found by Geronutti (2002)
where all animals born from cows prime vaccinated were born without titers considered
protectors and maintained until the three month, five month and six month old

respectively for vaccinated groups to two, four and six months of age.

We can thus observe that calves born from revaccinated dams, vaccinated to two
months of age, had a shorter period of lack of protection against rabies virus in relation
to other groups, providing an early immunity against rabies, aspect quite interesting

especialy in endemic areas.

Considering the age of the first vaccination in relation to the percentage of
unprotected animals, we could observe that 12 months after the birth, 44.4% of calves

vaccinated for the first time at two months were unprotected while the percentage
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observed in calves vaccinated to four months was 20%, and none of the vaccinated
animal to six months was not protected. This result demonstrate at 12 months of age, the
vaccinated animals to six months had higher degree of protection of first vaccination,
when compared with the calves vaccinated with two months of age, while the
vaccinated to four months was intermediate between them, indicating colostral
antibodies interference in younger animals born from revaccinated dams and the need of

booster doses as stated by other researchers[1,21,4].

Thus the results demonstrated that revaccination against rabies, during
pregnancy, induces neutralizing antibodies titers in protectors levels transferred directly
to calves through colostrum and these antibodies remains for a variable period of three
to four months in calves born from cows revaccinated during pregnancy contrarily to
mothers first vaccinated that presented and transferred lower and less persistent titers of

antibodies to their calves

The results of this experiment demonstrated a response to antirabies vaccination,
although not identical, similar in all groups of calves vaccinated with two, four and six
months of life born from revaccinated mothers, been compulsory the booster dose and

annual revaccination.

These same results were observed by Geronutti (2002) in prime vaccinated
cows. The evidence of a similar response in caves born from vaccinated and
revaccinated dams demonstrates the viability of vaccination of younger animals in

antirabies vaccine protocols independently of maternal vaccinal status when necessary.




10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Vaceinal immune response and interference of colostral antibodies in calves vaccinated at 2, 4 35
and 6 month of age horn from revaccinated females

This possibility is of great importance, particularly in endemic and epidemic
regions for rabies, where fast and precocious measures of immunoprophylaxis is

directly correlated to economic losses reduction in addition to the risks to human health.
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