
  
PRÓ-REITORIA DE PESQUISA E PÓS-GRADUAÇÃO 

MESTRADO EM CIÊNCIA ANIMAL 

AVALIAÇÃO DA VACINAÇÃO ANTIRRÁBICA E DA 
SUPLEMENTAÇÃO COM PROBIÓTICO NA RESPOSTA IMUNE 

HUMORAL EM BOVINOS 

LUCIENE APARECIDA FERREIRA 

 

 
Presidente Prudente – SP 

2010



  
PRÓ-REITORIA DE PESQUISA E PÓS-GRADUAÇÃO 

MESTRADO EM CIÊNCIA ANIMAL 
 

 

AVALIAÇÃO DA VACINAÇÃO ANTIRRÁBICA E DA               
SUPLEMENTAÇÃO COM PROBIÓTICO NA RESPOSTA                    

IMUNE HUMORAL EM BOVINOS 

LUCIENE APARECIDA FERREIRA 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós – 
Graduação em Ciência Animal, como parte dos 
requisitos para obtenção do título de Mestre em 
Ciência Animal 

 
Área de Concentração: Fisiopatologia Animal 

 
Orientador: Prof. Dr. Paulo Eduardo Pardo 

 
 
 
 
 

 
 

Presidente Prudente – SP 
2010



 
 
 
 

. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

636.089 601 Ferreira, Luciene Aparecida 
F383a     Avaliação da vacinação antirrábica e da 

suplementação com probiótico na resposta imune 
humoral em bovinos – Presidente Prudente, 
2009. 
     38 f. 
 

 
Dissertação (Mestrado em Ciência Animal) – 

Universidade do Oeste Paulista – UNOESTE: 
Presidente Prudente – SP, 2009. 

Bibliografia 
 
 
1. Probiótico. 2. Raiva -- Vacinação. I. Título 

 
 

 
 
 
 
 



 
LUCIENE APARECIDA FERREIRA 

 
 
 

AVALIAÇÃO DA VACINAÇÃO ANTIRRÁBICA E DA  
SUPLEMENTAÇÃO COM PROBIÓTICOS NA RESPOSTA 

IMUNE HUMORAL EM BOVINOS 

Dissertação apresentada ao Programa de 
Pós – Graduação em Ciência Animal, 
como parte dos requisitos para obtenção 
do título de Mestre em Ciência Animal. 

  

 

Presidente Prudente, 10 de março de 2010. 

 

                                         BANCA EXAMINADORA 

 

 

___________________________________ 

Prof. Dr. Paulo Eduardo Pardo 
Universidade do Oeste Paulista – UNOESTE 
Presidente Prudente - SP 

___________________________________ 
Prof. Dr. Luís Carlos Vianna 
Universidade do Oeste Paulista – UNOESTE 
Presidente Prudente - SP 
 
 
__________________________________ 
Dr. Vander Bruno dos Santos   
Agência Paulista de Tecnologia dos 
Agronegócios – APTA 
Presidente Prudente - SP



 

DEDICATÓRIA 

Dedico este trabalho em memória do meu pai, 

Alcides Ferreira Filho, e para minha mãe, 

Aparecida Ferreira, que nunca mediram 

esforços para me verem felizes e estiveram 

sempre presentes em todos os momentos da  

minha vida.  

 



 
AGRADECIMENTOS 

 
 
 
 

Á Deus, ao qual agradeço pelo vida e por todas as bênçãos. 

Á minhas irmãs Lucimara Cristiane Ferreira e Lucineide de Fátima 

Ferreira, pelo carinho e confiança, e aos meus sobrinhos Lucas Willian Ferreira 

Jangerme, Julia Maria Jangerme e Bruno Rafael Ferreira do Nascimento que são o 

meu estímulo a alegria. 

Á minha família que, em todos os momentos de realização deste 

trabalho, estiveram presentes me ajudando e animando. 

Á amiga Rosemeire dos Santos Souza, pelo companheirismo, 

verdadeira amizade e os muitos momentos de alegria compartilhados. 

Ao professor orientador, Dr. Paulo Eduardo Pardo que com seus 

ensinamentos, amizade e dedicação me fez aprimorar meus conhecimentos, me 

acolheu e orientou com carinho. 

Aos professores que fizeram parte desta conquista acadêmica pela 

amizade e carisma.  

Ao Edson Neres da Rocha do Departamento de Audiovisual da 

Universidade do Oeste Paulista – UNOESTE pela montagem do datashow para as 

apresentações dos meus seminários e qualificação deste trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 

“ Ó Deus, vós sois meu Deus, desde a aurora vos procuro. 

De vós tem sede minha alma, anela por vós minha carne, como terra deserta, seca, 

sem água. 

Assim no santuário vos contemplei, para ver vosso poder e vossa glória. 

Pois vossa bondade vale mais que a vida, meus lábios proclamarão vosso louvor. 

Assim vos bendirei enquanto eu viver, em vosso nome erguerei minhas mãos. 

Eu me saciarei como num farto banquete, e com vozes de alegria vos louvará minha 

boca. 

Quando de vós me lembro em meu leito e penso em vós nas vigílias noturnas, porque 

fostes meu auxílio, exulto de alegria à sombra de vossas asas. 

A vós minha alma está unida, vossa mão direita em sustenta”. 

 

 

Salmo 63 

 
 
 
 
 

“A paciência é a melhor maneira de vencer” 

“O que o Senhor faz em nós com a nossa cooperação é maior do que tudo o que Ele 

faz sem nós”. 

 

Santo Antônio. 



 
RESUMO 

 

 

Avaliação da vacinação antirrábica e da suplementação com probiótico  
na resposta imune humoral em bovinos  

 

 

Objetivou-se avaliar a resposta imune humoral a uma nova vacina antirrábica, 
desenvolvida no Instituto Butantan em bovinos primovacinados e o efeito do probiótico 
nesta resposta. Trinta e quatro bovinos da raça Nelore com idade de 15 meses foram 
divididos aleatoriamente em 2 grupos (17 bovinos/grupo): os animais foram vacinados 
no dia zero e um dos grupos recebeu uma mistura mineral com probiótico (GP),  
enquanto o outro  apenas  a mistura  (GC). Colheu-se  sangue dos  animais nos dias 0, 
75  e 150 após a vacinação para determinação dos títulos de anticorpos anti-rábicos 
neutralizantes pela técnica de soroneutralização em células BHK21 (RFFIT). Foram 
encontrados títulos de anticorpos protetores (≥0,5 UI/mL) em 82,4% dos animais do 
grupo GP e 76,5% do grupo GC. Não houve diferença significativa (p>0,05) nos títulos 
de anticorpos entre os soros coletados dos dois grupos de animais nos dias 75 e 150. 
Verificou-se também que para ambos os grupos no dia 150 houve uma redução 
significativa (p<0,01) nos títulos de anticorpos. Conclui-se que a vacina antirrábica é 
eficiente em produzir soroconversão e em manter os títulos de anticorpos em bovinos 
primovacinados. A ingestão do probiótico não interferiu na resposta imune humoral 
antirrábica. 
 
 
Palavras-chave: Raiva, Nelore, Titulo de anticorpos, RFFIT 

 

 



ABSTRACT 

 

 

Evaluation of rabies vaccination and probiotic supplementation  
on the humoral response in cattle 

 

 

This study evaluated the humoral immune response of a new rabies vaccine developed 
by the Instituto Butantan (potency of 3.27 UI/ml) in primovaccinated cattle and the effect 
of probiotic on this response. Thirty-four 15-month old Nelore cattle were randomly 
divided  into 2 groups (17 animals/group). All the animals were vaccinated on day 0 
(zero) and then animals in one group received probiotic added to a mineral mixture (GP) 
while the others were given only the mineral mixture (GC). Blood samples were 
collected on days 0, 75 and 150 for rabies neutralizing antibodies titers by 
seroneutralization assay on BHK21 cells (RFFIT). Protective antibody titers (≥0.5 UI/mL) 
were found in 82.4% of the animals from GP and in 76.5% of the animals from GC and 
no statistical difference (p>0.05) between antibody titers in GP and GC was detected on 
days 75 and 150. It was also observed that in both groups antibody titers was decreased 
on day 150 (p<0.01). In conclusion, the  tested rabies vaccine promotes eficient 
soroconversion and keeps antibody  levels  in primovaccinated cattle, but probiotic does 
not affect  the humoral anti-rabies immune response. 
 

Key-words: Rabies, Nelore, Titles of antibodies, RFFIT. 
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1 INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

A raiva é uma enfermidade infecciosa viral do sistema nervoso central dos 

mamíferos, causada por um vírus neurotrópico, RNA, ordem Mononegavirales, família 

Rhabdoviridae e do gênero Lyssavirus (RADOSTITS et al., 2002; SOARES et al., 2002; 

UMEHARA et al., 2002; McGETTIGAN et al., 2003; NEL, 2003; PÁEZ et al., 2003, 

GIOMETTI et al., 2006; ACHKAR et al., 2007; CONSALES; BOLZAN, 2007; REIS et al. 

2008).  

No Brasil o principal agente transmissor do vírus rábico para os bovinos é 

o morcego hematófago Desmodus rotundus, mas os morcegos hematófagos Diphylla 

ecaudata e Diaemus youngii também podem transmiti-la (ALBAS et al., 2006; 

SCHEFFER et al., 2007). Estes morcegos quando contaminados transmitem o vírus 

rábico pela saliva aos animais ao se alimentarem de seu sangue (WRIGHT et al., 2002; 

RIBAS et al., 2003; HANKINS; ROSEKRANS, 2004). 

A vacinação é o melhor método de controle da raiva nos bovinos por ser 

efetivo e de baixo custo (AGUILAR-SETIÉN et al., 2002; FRANKA et al., 2004; 

HANKINS; ROSEKRANS, 2004; ALBAS et al., 2005 e 2006).  

Portanto, faz-se necessária a busca por alternativas que aumentem a 

eficácia da vacinação contra o vírus rábico. O uso de adjuvantes tem revelado bons 

resultados na restauração da resposta imunitária e na potencialização de vacinas em 

relação a diversos agentes patógenos (RODRIGUES et al., 2000).  

Uma das estratégias para aumentar a resposta imunológica dos animais à 

imunidade induzida ou às infecções provocadas por vírus ou bactérias é o uso de 

probióticos (VRESE et al., 2004).  
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1.1 Raiva 

 

 

A raiva é considerada uma das mais importantes zoonoses mundial por 

ser uma encefalite fatal, acometer todos os mamíferos, apresentar distribuição mundial 

e não ter tratamento (HANKINS; ROSEKRANS, 2004; ALBAS et al., 2006; GIOMETTI et 

al., 2006; ACHKAR et al., 2007).  

Os vírus transmissores da raiva são vírus grandes (180 nm de 

comprimento e 75 nm de largura) e cilíndricos, com formato de bala de revólver (WU et 

al., 2002). As lesões causadas por estes víruslimitam-se, geralmente, ao sistema 

nervoso central, caracterizadas por acúmulos perivasculares com infiltrado celular, 

principalmente de linfócitos, e em menor grau, macrófagos e plasmócitos, degeneração 

neuronal, ganglioneurite e necrose neuronal (CONSALES; BOLZAN, 2007; ACHKAR et 

al.,2007; LIMA et al., 2005).  

Estima-se que na América Latina 70 milhões de bovinos estão expostos 

aos riscos da infecção com vírus rábico causando a mortalidade de 100 a 500 mil 

bovinos/ano acarretando prejuízo econômico de 50 milhões de dólares (LIMA et al., 

2005) e somente no Brasil morre de 30 a 40 mil bovinos/ ano segundo o Mistério da 

Agricultura (HEINEMANN et al., 2002; ALBAS et al., 2006). Isso representa prejuízos 

diretos de 15 milhões de dólares e indiretos de 22,5 milhões de dólares (INSTITUTO 

PASTEUR, 1998; OLIVEIRA et al., 2000; HEINEMANN et al., 2002; WRIGHT et al., 

2002; PIZA et al., 2002; LIMA et al., 2005; ALBAS et al., 2005; GIOMETTI et al., 2006).  

Essas mortes são resultantes da falha da vacinação antirrábica nesses 

animais (OLIVEIRA et al., 2000). Os estudos mostram que são necessários a aplicação 

de duas doses de vacina para os animais atingirem títulos protetores de anticorpos 

conforme requerido pela Organização Mundial de Saúde (ALBAS et al., 2006; REIS et 

al. 2008).  
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1.2 Probiótico 

 

 

Lilly e Stillwel (1965) usaram o termo probiótico para denominar 

substâncias secretadas por um protozoário que estimularam o crescimento de outros, e 

Parker (1974) para denominar suplementos alimentares destinados a animais, incluindo 

microrganismos e substâncias que afetam o equilíbrio da microbiota intestinal. Fuller 

(1989) considerou que os probióticos são suplementos alimentares que contêm 

bactérias vivas que produzem efeitos benéficos no hospedeiro, favorecendo o equilíbrio 

de sua microbiota intestinal. Entretanto, Havenaar e Huis In’t Veld (1992) consideraram 

que probióticos são culturas únicas ou mistas de microrganismos que, administrados a 

animais ou humanos, produzem efeitos benéficos no hospedeiro por incremento das 

propriedades da microbiota nativa.  

Esses autores restringiram o uso desse termo a produtos que contenham 

microrganismos viáveis que promovem a saúde de humanos ou animais, e que 

exercem seus efeitos no aparelho digestivo, no trato respiratório superior ou no trato 

urogenital (HAVENAAR et al., 1992). Schrezenmeir e De Vrese (2001) propuseram que 

o termo probiótico deveria ser usado para designar preparações ou produtos que 

contêm microrganismos viáveis definidos e em quantidade adequada, que alteram a 

microbiota própria das mucosas por implantação ou colonização de um sistema do 

hospedeiro, e que produzem efeitos benéficos em sua saúde. 

O termo probiótico é de origem grega e significa “pró-vida” (COPPOLA; 

TURNES, 2004), também é conhecido como “Direct-Fed Microbial” (DFM) (ALVES et 

al., 2000). Estes compostos são preparações de cultura de microrganismos, extratos e 

enzimas e são classificados como substância livre de perigos (GRAS – Generally 

Regarding As Safe) segundo o Food Drugs Administration (FDA) of United States, pois 

não são tóxicos para os animais e nem deixam resíduos tóxicos na carcaça dos animais 

que são destinadas para o consumo dos seres humanos (OYETAYO; OYETAYO, 

2005). 
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Os probióticos são suplementos alimentares que contem 

microrganismos vivos, que administrado em quantidade adequada, produzem efeitos 

benéficos para a saúde do hospedeiro (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION 

OF UNITED NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001; SILVA et al., 2006). 

Estes efeitos benéficos restringem-se à promoção da saúde e não à cura de doenças 

(SAAD, 2006).  

Os probióticos são benéficos para a saúde dos animais e seres humanos 

(COPPOLA; TURNES, 2004; MOTA et al., 2006). Dentre os efeitos benéficos dos 

probióticos, estão sua utilização como promotores de crescimento aumentando o ganho 

de peso (KABIR et al., 2004; ARENAS et al.., 2005), minimizam o estresse (KABIR et 

al., 2004), impedem a colonização da mucosa intestinal por bactérias patogênicas 

(ÁVILA et al., 2000; LOZADA, 2001) e aumentam a resposta imune humoral (ARENAS 

et al., 2005).  

Na produção de bovinos, os probióticos atuam como imunoestimulante, 

assim, aumentam a resistência dos bovinos as doenças infecciosas (LEEDLE, 2000; 

CHUKEATIROTE, 2003; COPPOLA; TURNES, 2004; HONG et al., 2005; SAAD, 2006). 

Arenas et al. (2005) observaram aumento significativo nos títulos de anticorpos anti-

rábico em bovinos primovacinados contra a raiva, além disso, também elevou para 

100% a frequência de animais que apresentaram títulos de anticorpos protetores contra 

o vírus rábico. 

O modo de ação dos probióticos não foi ainda completamente esclarecido, 

embora tenham sido sugeridos vários processos que podem atuar independentemente 

ou associados. Um deles é a exclusão competitiva, em que o probiótico competiria com 

os patógenos por sítios de fixação e nutrientes, impedindo sua ação transitoriamente 

(HAVENAAR et al., 1992; OUWEHAND et al., 1999; CROSS, 2002). A exclusão 

competitiva explicaria a necessidade da administração continuada e a elevadas doses 

dos probióticos, para manifestar seus efeitos. 

Os probióticos podem também afetar patógenos através da síntese de 

bacteriocinas (VILLANI et al., 1995; RODRIGUEZ, 1996; NAIDU et al., 1999), de ácidos 

orgânicos voláteis (AUDISIO et al., 2000; JIN et al., 2000; OGAWA et al., 2001) e de 
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peróxido de hidrogênio (HAVENAAR et al., 1992; NAIDU et al., 1999), ou atuar sobre 

o metabolismo celular, reduzindo a concentração de amônia no organismo (KOZASA, 

1986), e liberando enzimas como a lactase (VRESE et al., 2001). 

Assim, esses produtos vem substituindo outros promotores de 

crescimento, dentre os quais os antibióticos, cujo uso na produção animal é indesejável 

porque sua utilização indiscriminada favorece o aparecimento de bactérias resistentes 

aos antibióticos (FRANCO et al., 2008). 
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2 OBJETIVO 

 

 

Objetivou-se avaliar a resposta imune humoral de bovinos 

primovacinados a uma nova vacina antirrábica de uso veterinário e o efeito da 

suplementação com probiótico nessa resposta. 
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Avaliação da vacinação antirrábica e da suplementação com probiótico na 

resposta imune humoral em bovinos 

 

Evaluation of anti-rabies vaccination and supplementation with probiotic in the 

humoral immune response in cattle 

 

Luciene Aparecida Ferreira1; Paulo Eduardo Pardo2; Neuza Maria Frazatti-Gallina3; 

Regina Maria Mourão-Fuches3; Daniella Cristina Ventini3; Sérgio do Nascimento 

Kronka2; Sandro Eduardo Arenas2; Luis Souza Lima de Souza Reis4* 

 

Resumo 

 

Objetivou-se avaliar a resposta imune humoral a uma nova vacina antirrábica, 

desenvolvida no Instituto Butantan em bovinos primovacinados e o efeito do probiótico 

nesta resposta. Trinta e quatro bovinos da raça Nelore com idade de 15 meses foram 

divididos aleatoriamente em 2 grupos (17 bovinos/grupo): os animais foram vacinados 

no dia zero e um dos grupos recebeu uma mistura mineral com probiótico (GP),  

enquanto o outro  apenas  a mistura  (GC). Colheu-se  sangue dos  animais nos dias 0, 

75  e 150 após a vacinação para determinação dos títulos de anticorpos anti-rábicos 

neutralizantes pela técnica de soroneutralização em células BHK21 (RFFIT). Foram 

encontrados títulos de anticorpos protetores (≥0,5 UI/mL) em 82,4% dos animais do 

grupo GP e 76,5% do grupo GC. Não houve diferença significativa (p>0,05) nos títulos 

de anticorpos entre os soros coletados dos dois grupos de animais nos dias 75 e 150. 

Verificou-se também que para ambos os grupos no dia 150 houve uma redução 

significativa (p<0,01) nos títulos de anticorpos. Conclui-se que a vacina antirrábica é 

eficiente em produzir soroconversão e em manter os títulos de anticorpos em bovinos 

primovacinados. A ingestão do probiótico não interferiu na resposta imune humoral 

antirrábica. 

 

Palavras-chave: Raiva, Nelore, Títulos de anticorpos, RFFIT 
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Abstract 

 

This study evaluated the humoral immune response of a new rabies vaccine developed 

by the Instituto Butantan (potency of 3.27 UI/ml) in primovaccinated cattle and the effect 

of probiotic on this response. Thirty-four 15-month old Nelore cattle were randomly 

divided  into 2 groups (17 animals/group). All the animals were vaccinated on day 0 

(zero) and then animals in one group received probiotic added to a mineral mixture (GP) 

while the others were given only the mineral mixture (GC). Blood samples were 

collected on days 0, 75 and 150 for rabies neutralizing antibodies titers by 

seroneutralization assay on BHK21 cells (RFFIT). Protective antibody titers (≥0.5 UI/mL) 

were found in 82.4% of the animals from GP and in 76.5% of the animals from GC and 

no statistical difference (p>0.05) between antibody titers in GP and GC was detected on 

days 75 and 150. It was also observed that in both groups antibody titers was 

decreased on day 150 (p<0.01). In conclusion, the  tested rabies vaccine promotes 

eficient soroconversion and keeps antibody  levels  in primovaccinated cattle, but 

probiotic does not affect  the humoral anti-rabies immune response. 

 
Key words: Rabies, Nelore, Titles of antibodies, RFFIT. 
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Introdução 

 

A raiva é uma enfermidade infecciosa viral causada pelo vírus da família 

Rhabdoviridae, gênero Lyssavirus (GOMES  et  al.,  2007;  LIMA  et  al., 2005; 

SCHEFFER et al., 2007). Esta enfermidade é uma das principais zoonoses mundiais, 

que causa encefalite fatal, acomete todos os mamíferos, tem ampla distribuição  

geográfica  (ALBAS  et  al., 2006;  FRANKA  et  al.,  2004;  LIMA  et  al.,  2005) e  é  

transmitida  para  os  bovinos,  principalmente pelo  morcego  hematófago  Desmodus  

rotundus (GOMES;  UIEDA;  LATORRE,  2006;  LIMA  et al.,  2005;  SCHEFFER  et  

al.,  2007).  Esta doença causa a morte de cerca de 100  a 500 mil bovinos por  ano  na 

América  Latina  causando  prejuízo  de aproximadamente 50 milhões de dólares (LIMA 

et al., 2005) e somente no Brasil na ordem de 30 a 40 mil bovinos/ano  segundo  o 

Ministério  da Agricultura. Isso representa prejuízos diretos de 15 milhões de dólares e 

indiretos de 22,5 milhões de dólares. Para fazer o controle desta enfermidade, a 

vacinação contínua dos bovinos é o método mais efetivo, de menor custo e reduz as 

perdas econômicas (ALBAS et al., 2006; LIMA et al., 2005; PIZA et al., 2002). 

Os probióticos são benéficos  para  a  saúde dos  animais  e  seres  humanos.  

Dentre os efeitos benéficos dos  probióticos,  estão:  são  utilizados como  promotores  

de  crescimento  aumentando  o  ganho  de  peso  (ARENAS  et  al.,  2007),  impedem 

a  colonização  da  mucosa  intestinal  por  bactérias patogênicas e aumentam a 

resposta imune humoral (ARENAS et al., 2005). 

Objetivou-se avaliar a resposta imune humoral de bovinos primovacinados a uma 

nova vacina antirrábica de uso veterinário e o efeito da suplementação com probiótico 

nessa resposta. 
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Material e métodos  

 

O  experimento  foi  desenvolvido  nos meses  de maio a outubro de 2006 com o 

período experimental de 150 dias, no município de Presidente Prudente, extremo  

oeste  do  estado  de  São  Paulo,  Brasil (latitude  22º  07’  04”  e  longitude  51º  22’  

57”) com  precipitação  anual  de  média  de  1.244  mm, umidade relativa do ar de 

aproximadamente 65,5%, temperatura média  anual  de  aproximadamente  de 28  ºC  

e  altitude  de  475 metros.  

Utilizaram-se  34 bovinos, machos inteiros da raça Nelore (Bos taurus indicus) com 

idade de, aproximadamente, 15 meses e divididos aleatoriamente em 2 grupos (17 

bovinos/grupo):  o  grupo  controle  (GC)  recebeu  mistura mineral sem probiótico e no 

grupo probiótico (GP) os  animais  foram  suplementados  com  mistura mineral  

adicionada  de  probótico.  Os animais do GP consumiram 4 gramas de 

probiótico/animal/dia durante o período experimental. Após 30 dias de ajuste ao novo 

suplemento mineral, ao probiótico e às condições de manutenção, iniciou-se o período  

de  observação  experimental, que durou 150 dias. 

Os  piquetes  utilizados  por  ambos  os  grupos de  bovinos  eram  semelhantes  na  

topografia e  composição  botânica,  sendo  formados  por Brachiaria brizantha. O 

sistema de pastejo adotado foi o extensivo. 

As  amostras  de  sangue  dos  bovinos  foram colhidas nos dias 0, 75 e 150. Para 

isso, os bovinos foram  levados no período da manhã para o curral, contidos em tronco 

de contenção e 10 mL de sangue de cada animal foi colhido por meio da punção da 

veia  jugular em  tubos à vácuo  sem anticoagulante e centrifugados a 2.500 rpm por 10 

minutos. Então as amostras de soro foram acondicionadas em tubos de plásticos 1,5 

mL e armazenadas por congelação a  –20°C  para  posterior  determinação  do  título  

de anticorpos neutralizantes anti-rábicos. 

Os  títulos  de  anticorpos  neutralizantes  antirrábicos  foram  determinados  por  

meio  da  técnica de  soroneutralização  em  células BHK21,  teste  esse baseado  no  

Rapid  Fluorescent  Focus  Inhibition Test – RFFIT (SMITH; YAGER; BAER, 1996) e no 

Fluorescent Inhibition Microtest – FIMT (ZALAN; WILSON; PUKITIS, 1979). 
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Foi utilizada uma nova vacina antirrábica inativada, liofilizada  e  de  uso  

veterinário, desenvolvida  no Instituto  Butantan  (IB),  já  previamente  testada em  

camundongos,  cães  e  gatos.  Esta  vacina  foi produzida  a partir de  suspensões 

virais obtidas de culturas  de  células BHK21  infectadas  com  o  vírus rábico PV 

(Pasteur Virus), concentrada por filtração tangencial, purificada por  cromatografia,  

inativada pela  β-propiolactona  e  liofilizada.  Na  liofilização foi utilizada como 

estabilizador a albumina eqüina. O  lote  de  vacina  utilizado  (IB-VR/BHK21-01/03) 

apresentou a potência de 3,17 UI/mL, determinada pelo teste NIH (WILBUR; AUBERT, 

1996). 

No  dia  zero  do  experimento,  foi  aplicada  em todos os bovinos uma dose de 2 

mL de vacina por via subcutânea. 

Utilizou-se um probiótico comercial devidamente registrado e aprovado pelo 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), composto por: 

Lactobacilus  acidophilus,  Estreptococus  faecium, Bifedobacterium  thermoplhilum,  

Bifedobacterium longum,  amilase,  celulase,  protease,  lipase, pectinase, e zinco. 

A mistura mineral utilizada foi a Matsuda Fós®, produzida por Matsuda Sementes e 

Nutrição Animal, Álvares Machado, SP, Brasil, contendo para cada Kg de mistura: 

cálcio 140 g, fósforo 65 g, cobalto 107 g, iodo 5 g, magnésio 5 g, cobre 1.550 mg, 

enxofre  9 g, sódio 148 g, ferro 1.120 mg, manganês 1.100 mg, níquel 30 mg, selênio 

14 mg, zinco 4.000 mg, flúor  (máx.) 650 mg,  solúvel em P em ac. cítrico 2% (min.) 

95%. Neste suplemento mineral adicionou-se 0 e 66,7 g de probiótico/Kg de 

suplemento.  

O  consumo  diário  médio/animal  de  ambos  os suplementos  minerais  foram  de  

60  g  durante  o  período experimental, onde se determinou que nesse período os 

animais do grupo GP consumiram 4 g de probiótico/dia. 

Os dados foram submetidos à análise de variância bifatorial  (teste  F)  e  as  

médias  comparadas  pelo teste  de Tukey.  Em  todas  as  análises  considerou-se  o  

nível  de  5%  de  probabilidade  (BANZATTO; KRONKA, 2006). 
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Resultados e discussão 

 

No dia zero os soros dos animais não apresentaram anticorpos  neutralizantes  para  

a  raiva,  mostrando que os bovinos não haviam tido contato com o vírus rábico 

selvagem ou vacinal e os animais do grupo GP já estavam consumindo o probiótico por 

30 dias antes da vacinação. Assim, as variações encontradas nos  títulos  de  

anticorpos  antirrábicos  nos  soros  desses  animais  durante  o  experimento  foram 

induzidas  pela  vacinação  antirrábica  realizada  no dia zero e pela administração ou 

não do probiótico. 

A  Organização  Mundial  de  Saúde  (OMS) preconiza  que  é  necessário  o  título  

de  anticorpos neutralizantes antirrábico igual ou superior a 0,5 UI/mL (Unidade 

Internacional UI/mL) para proteger os seres humanos dos  riscos da  infecção com o 

vírus  rábico. Mas Sihvonen, Kulonen e Neuvonen (1994), Albas et al. (1998), Benišek 

et al. (2000), Rodrigues da Silva et al. (2000) e Albas et al. (2005) defendem a teoria de 

que este título de anticorpos neutralizantes anti-rábico  também  é  o  mínimo  protetor  

para  os bovinos. 

Primeiramente  notou-se  que  a  resposta  imune humoral  antirrábica  nos  bovinos  

dos  grupos  GC e  GP  foi  heterogênea,  ficando  confirmada  pelo elevado coeficiente 

de variação (C.V.) dos títulos de anticorpos, para grupos (C.V.= 137,19%) e dias de 

observação  (C.V.= 57,48%), apresentando animais que  não  responderam  à  

vacinação  (títulos  de anticorpos  <0,50 UI/mL)  intercalados  com  outros que  

apresentaram  títulos  de  anticorpos  protetores mínimos  (≥0,50  UI/mL)  a  elevados.  

Este  fato também  foi  observado  por Ciuchini  et  al.  (1981), Albas  et  al.  (1998,  

2005),  Giometti  et  al.  (2006) e Maria  et  al.  (2007)  avaliando  a  resposta  imune 

humoral a outras vacinas antirrábicas. Portanto, esta variação nos títulos de anticorpos 

nos bezerros pode ser uma característica fisiológica da resposta imune humoral 

antirrábica em bovinos primovacinados.  
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Os resultados obtidos mostraram que houve efeito  da  interação  entre  grupos  

experimentais e  dias  de  observação. A  Figura  1 mostra  que  no  grupo  tratado  

com  probiótico  (GP)  os  títulos  de  anticorpos antirrábicos são 94% e 54% maiores 

do que  os  do  grupo  controle  nos  dias  75  e  150  após a  vacinação,  

respectivamente. Mesmo  assim,  não houve diferença significativa (p>0,05) nos títulos 

de anticorpos  entre os  tratamentos  em  ambos os dias após a vacinação. Portanto 

neste experimento, não foi  observada  a  ação  imunomoduladora  específica do  

probiótico.  Entretanto, Arenas  et  al.  (2005), estudando o efeito da administração do 

probiótico Proenzime® para bovinos primovacinados contra a raiva relataram aumento 

significativo nos títulos de anticorpos  antirrábicos  nos  bovinos,  30  e  60  dias após a 

vacinação. Comparando-se esses dados com outros em que se usou o probiótico para 

aumentar a resposta  imune na vacinação antirrábica, podemos sugerir que quando  se 

usa uma vacina  com maior potência e liofilizada o uso desse imunomodulador não tem 

nenhuma relevância. 

 

 

Figura 1. Títulos médios (+ desvio padrão) de anticorpos antirrábicos  de  bovinos  

Nelore  primovacinados  e suplementados (Gc) ou não (GP) com 4 g de probiótico/ 

animal/dia adicionados na mistura mineral. 
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Os  resultados  apresentados  na  Figura  1 mostram  que  independentemente  

do  uso  ou  não do  probiótico  os  bovinos  primovacinados  contra a  raiva  

apresentaram  títulos  de  anticorpos  antirrábicos elevados em até 150 dias após a 

vacinação. Além disso, com apenas uma dose da vacina do Instituto Butantã observou-

se uma elevada porcentagem de bovinos que apresentaram títulos de anticorpos 

considerados protetores nos dias 75 (76,5% e 82,4% de animais nos grupos GC e GP, 

respectivamente) e 150 (76,5% dos  animais  de  ambos  os  grupos  experimentais). 

Estes  resultados  comprovam  que  a  vacina  antirrábica  utilizada  neste  experimento  

tem  elevada eficiência em produzir e manter a soroconvesão nos bovinos  

primovacinados  contra  a  raiva  por  longo período de tempo. 

Na  Figura  2  observa-se  que  apesar  de  haver uma  redução  significativa  

(p<0,01)  nos  títulos  de anticorpos dos bovinos nos dois grupos (GC e GP) não houve 

interação significativa, pois aos 150  dias  após  a  vacinação,  esses  permaneceram 

elevados quando  se  leva  em  consideração o  título necessário para proteger o 

animal (≥0,50 UI/mL). Os valores encontrados foram 1,5 e 2,3 vezes maiores do que o 

considerado protetor nos grupos GC e GP, respectivamente. Além  disso,  foi  

observada  uma elevada porcentagem de bovinos (75,6%) protegidos. Esta  redução 

nos  títulos de anticorpos antirrábicos é um efeito fisiológico da  resposta  imune 

humoral em  bovinos  primovacinados  contra  a  raiva,  pois este  fato  também  foi  

observado  por Albas  et  al. (1998, 2005), Giometti et al.  (2006) e Maria et al. (2007) 

avaliando a resposta imune humoral a outras vacinas  antirrábicas  para  bovinos  

devidamente liberadas,  registradas  e  aprovadas  pelo Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento. 
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Figura 2. Títulos médios (+ desvio padrão) de anticorpos antirrábicos de bovinos 

Nelore primovacinados e suplementados (Gc) ou não (GP) com 4 g de 

probiótico/animal/dia  adicionados na mistura mineral. ** indicam diferença  significativa  

entre  os  dias  de  observação (p<0,01). 

Apesar da vacina avaliada neste experimento ter excelente  capacidade  de  induzir  

a  soroconversão e  de  manter  os  títulos  de  anticorpos  antirrábicos considerados 

protetores nos bovinos primovacinados contra a raiva por longos períodos, estes 

resultados não dispensam a necessidade da aplicação da dose de  reforço  em  

bovinos  primovacinados  conforme preconizado  pelo  Programa  de Controle  da 

Raiva em Herbívoros do Instituto Pasteur. 

 

Conclusões 

 

Os resultados  obtidos  permitiram  concluir  que a  vacina  antirrábica  desenvolvida  

no  Instituto Butantan  teve  elevada  eficiência  em  induzir  a soroconversão e em 

manter os títulos de anticorpos anti-rábicos  em  bovinos  primovacinados  por  até 150 

dias  após  a vacinação  e que  a  suplementação da mistura mineral com probiótico 

não interferiu na resposta imune humoral antirrábica. 
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