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RESUMO

Foi desenvolvido um método de avaliacao de efi-
ciencia de vacinas antiaftosas em camundongos recem-nasci-
dos, filhos de maes vacinadas. Para isso usou-se um indice,
denominado Indice de Protecgdo Camundongos (IPC), resultan-
te do quociente entre o titulo do virus em camundongos fi-
lhos de mides ndo vacinadas sobre o titulo em camundongos fi
lhos de maes vacinadas (T/V). Foi verificado que existe va-
riacdo nos resultados dos indices e que, para reduzir esta
variacao a niveis aceitaveis, € necessario que sejam usa-
das, na titulacdo, 6 ou mais ninhadas por diluigao de  vi-

rus. Foi tambem determinado que ha correlagao entre a quan-
tidade de vacina inoculada e o valor do IPC.




SUMMARY

An efficiency evaluation method of the Foot-and-
Mouth Disease vaccine was developed wusing mice. The seven
day-old offsprings obtained from mothers vaccinated with
monovalent '"O" vaccine were titrated with homologous virus.
The quocient between the titre found in suckling mice of
unvaccinated mothers (control) and the titre of the mice
of the vaccinated mothers determine an index known as''Mice
Protection Index'". This value permit a comparative proof
of the test. When diverse quantitative broods of mice was
used concomitantly in repetition, it was observed that va-
riation exists in the results, and it is necessary to use
a minimum of six broods in order to reduce the variationon
on acceptable level and to permit a repetibility of the
test. It was even verified that there is correlation bet-
ween the value of the Mice Protection Index and the quan-

tity of the vaccine inoculated in the mice.




vi

&
pe SUMARIO
Pag.

1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA..........ouuvnnnn 1
2' MAT.ERI'ALEME‘TODOS«n.--n-o---n-n--------inh ------ LR 6
5 RESBULTABOS: «swswynsssmamamsnses Y EIN L sesmewmunesw e 1l
40 DISCUSSAO ------------ ® ® = & 8 & % @ 8 ® & & B ® e 8 R =B e s s s s e s -28
5. CONCLUSOES. wswuwswss S S e e 8 8 S W N WE W e WA <0 32
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... veeevevvonoeenannanaasd3




TABELA

TABELA

TABELA

TABELA

TABELA

IT

I11

IV

LISTA DE TABELAS

Titulacao do virus "0" de Febre Aftosa
em camundongos lactentes, filhos de

femeas submetidas ao tratamento A (tes

COMUNIIDY «. 60 55 5 30 505 8 15 5050 5.5 5 o s o s 3 6 0 4 50 0 &

Titulagoes do virus "0" de Febre Afto-
sa em camundongos lactentes, filhos de

femeas submetidas ao tratamento B......

Titulacao do virus '"O" de Febre Afto-
sa em camundongos lactentes, filhos de
maes submetidas ao tratamento B, quan-
do empregado um grupo por diluigao de

Titulagao do virus "0'" de Febre Aftosa
em camundongos lactentes, filhos de
maes submetidas ao tratamento B, quan-

do se empregaram dois grupos por di-

Iuicao de VIrUS.uveeee i i enunnennnnn,

Titulagao do virus "0" de Febre Aftosa
em camundongos lactentes, filhos de
maes submetidas ao tratamento B, quan-

do se empregaram quatro grupos por di-

Tuigao de WirTuS osm simes o soimenemscsmens

vii

Pag.

15




TABELA VI

TABELA VII

TABELA VIII

TABELA IX
TABELA X
TABELA XI
TABELA XII

Titulagao do virus "O" de Febre Aftosa
em camundongos lactentes, filhos de
maes submetidas ao tratamento B, quan-

do se empregaram seis grupos por dilui

Gl d8 VITUSs s sammevvmanavswsRiwsniwss

Titulagdo do virus "O0" de Febre Aftosa
em camundongos lactentes, filhos de
maes submetidas ao tratamento B, quan-

do se empregaram oito grupos por dilui

CHD 88 VIIHS e ys eae s et smpmansisss@ons

Titulacido do virus "O" de Febre Aftosa
em camundongos lactentes, filhos de
maes submetidas ao tratamento B, quan-

do se empregaram 12 grupos por dilui-

Al Q8 VITIE . s v bo id dmamadome omm wm ow e

Titulacgao do virus '"O" de Febre Aftosa
em camundongos lactentes, filhos de
maes submetidas ao tratamento B, quan-

do se empregaram 16 grupos por dilui-

SHE B8 PG a g s o e v i % 4 8 0 e i G §

Indicadores obtidos a partir dos Indi-
ces de Protegao Camundongos, quando
se usaram diversas quantidades de gru-

pos por diluigdo de virus, no tratamen

Significancia da diferenca entre 0s
desvios padrao obtidos, quando foram u

sadas diversas quantidades de grupos

por diluigdo de virus, no tratamento B..

Resultados das 6 repeticoes da prova

de Indice de Protecao Camundongos, u-
sando-se virus ""0" de Febre Aftosa em
camundongos submetidos aos tratamentos

C,D,E,F e G e alguns indicadores esta-

o 1T o ok s V-

viii

Pag.

24




LISTA DE GRAFICOS

GRAFICO 1 - Dispersao do Indice de Protegao Camundon-

GRAFICO 2

gos das 26 repetigoes de cada prova, com
diversos numeros de grupos por diluicao
de virus no tratamento B, a meédia dos in-

dices médios e a variacao de + 2 desvios

Dispersao dos Indices de Protegao Camun-

dongos em cada tratamento, os pontos me-
dios, a reta de regressio (?C) e + 2 des-
vios padrao a partir de ;C ................

1x

Pag.




1. INTRODUGCAO E REVISAO DE LITERATURA

Desde as primeiras tentativas de produgao de va-
cinas contra Febre Aftosa, ficou patente a dificuldade de
avaliar-se a eficiencia destas.

Pela descrigao em MANNINGER & MOCSY (1968), sen-
te-se esta dificuldade a partir da primeira vacina apresen-
tada por VALLEE, CARRE e RINJARD, em 1926, que era consti-
tuida por virus inativado por formol. Testada em cobaios
por GELORMY § HARISPE, por WALDMANN, KOBE e PYL e por RI-
CHARD, SKOMOROHOF e MIROTVORSKIJ, foi considerada eficien-
te. Entretanto, testes em bovinos levados a efeito por LA-
VROVSKIJ & LIPATOV e por WALDMANN, KOBE e PYL em 1937, de-
monstraram sua ineficiencia. Ainda conforme MANNINGER &
MOCSY (1968), SCHMIDT, em 1938, produziu uma vacina em que
o virus obtido em cobaios era adsorvido por hidroxido de a-
luminio e inativado por formol e calor. Testada em cobaios,
foi classificada como boa, mas ao ser testada em bovinos
por SCHMIDT § TOUSSENG e por WALDMANN & KOBE, mostrou-se i-
neficaz. A vacina de WALDMANN § KOBE produzida em 1938, u-
sando a tecnica de SCHMIDT, mas utilizando virus oriundo de
lesdoes de bovinos, foi testada somente em bovinos e com oO-
timos resultados.

Testes controlados de eficiencia, entretanto, so

foram possiveis apos o advento da titulacao do virus de Fe-




bre Aftosa em lingua de bovinos por HENDERSON § GALLOWAY
(1953). Bovinos sao inoculados com o virus em diversas di-
luigbes, por via intradérmica na lingua. O desenvolvimento
de vesiculas nos pontos de inoculagao determina o tituto do
virus. Desta maneira, por comparacgao, pode-se avaliar a i-
munidade provocada por uma vacina e, por conseguinte, sua
eficiencia.

Desde as primeiras tentativas, os pesquisadores
tem procurado encontrar um teste de eficiencia para as va-

cinas antiaftosas.

Em 1953, SKINNER, que em 1951 havia deuwonstrado a
suscetibilidade do camundongo recém-nascido ao virus da Fe-
bre Aftosa, sugeriu o uso deste animal na avaliagao da imu-

nidade.

BODON (1955) descreveu um meétodo de avaliacao de

anticorpos por imunoprecipitacao.

CUNHA et alii (1957) mostraram que o camundongo
pode ser utilizado para verificacao de anticorpos séricos
de bovinos, adotando o "Indice de soroprotecao'", em que ca-
mundongos neonatos sao inoculados com os soros a serem ve-
rificados e em seguida inoculados com diversas diluigoes de
virus. O quociente entre os titulos dos controles e dos i-

noculados com o soro € o indice.

ROSEMBUSCH § CARDARELLI (1957) descreveram uma
técnica em cobaios, na qual, vacinando-os com diversas do-
ses de vacina e agredindo-os com dosc fixa de virus, deter-

mina-se a '"'Dose Protetora 50%".

LUCAM § FEDIDA (1958) desenvolveram um indice,
que denominaram "K', para medir a imunidade em bovinos. Es-
se indice consiste no quociente dos titulos em bovinos con-
troles e em vacinados, quando inoculades com virus em di-

versas diluigoes.

UHLMANN § TRAUB (1958) descreveram um méetodo para




medicao de eficiencia da vacina em camundongos adultos, ve-
rificando a presenga da infecgao, por uma viremia.

CUNHA (1960) adaptou o virus da Febre Aftosa a
camundongos adultos e prop0s seu uso para avaliacao da va-
cina.

BULOW (1962) demonstrou que ¢ possivel verificar
a eficiencia da vacina, a partir do fato verificado pelo
mesmo autor (1962 a) de que anticorpos neutralizantes sdo
transmitidos da mae aos filhos pela placenta e pelo leite.
Como os camundongos adultos nao apresentam a doenga clinica
mente e como a vacinacgao nao produz efeitos em camundongos
recém-nascidos, que siao susceptiveis ao virus da Febre Af-
tosa, esse autor vacinou camundongas adultas e fez agressao
com virus nos filhotes destas femeas, verificando a forma-
cdo de anticorpos da mae por intermedio dos filhotes.

LUCAM et alii (1962) desenvolveram o Indice Lt
para testar cficicéncia de vicinas em suinos. Esse teste €
semelhante ao Indice "K', usando-se, entretanto, suinos.

DAVIES et alii (1963) descreveram um metodo de a-
valiagao em que pintos sao vacinados ¢ posteriormente 0S
anticorpos sao determinados por meio de soroneutralizagaoenm

cultivo celular (colour test).

LUCAM et alii (1964), usando cobaios para verifi-
cacao de eficiencia, criaram o Indice "C". Esse teste con-
siste em inocular virus em diversas diluigOes, em um grupo
controle e em um outro grupo previamente vaci.ado. O quo-
ciente desses titulos determina o iIndice.

Os mesmos autores (1964 a) descreveram ontro in-
dice, o Indice "S", que & uma soroneutralizagao em cultivos
celulares, no qual o indice e dado pelo quociente das titu-
lagoes do virus em tubos de cultura celular sem soro e em

tubos com o soro bovino a ser testado.

FONTAINE et alii (1966) propuseram o Indice " M "




para medir a eficiencia de vacinas, consistindo em prova

semelhante ao Indice "K', mas usando-se ovinos.

TRAUB § BECHMANN (1969), BECHMANN (1970), TRAUB et
alii (1970) e TRAUB et alii (1970 a) desenvolveram um tes-
te em que a imunidade produzida pela vacinagcao de camundon-
gos adultos & verificada por Recao de Fixagao de Complemen-

to dos soros dos camundongos.

SOLYOM § DEAK (1975) criaram o Indice "E" em ca-
mundongos adultos, utilizando a tecnica descrita por CUNHA
(1960).

Dos metodos propostos, os que usam bovinos neces-
sitam que estes animais sejam "virgens' ao virus de Febre A

ftosa, o que em nosso pais € uma condig¢ao limitante.

Dentre os demais métodos, indiretos, os de mais

facil execucdo seriam os que usassem camundongos.

Dentre essas, as técnicas que utilizam soro de
bovinos, demandam mais uma operagao, qual seja: a sangria

destes animais.

Entre os sistemas que usam a vacinagao de camun-
dongos adultos, o que utiliza a Reagao de Fixacao de Comple

mento necessita que os camundongos sejam sangrados um a um.

O que utiliza a verificacao da infeccdo por uma
viremia € de extrema sujetividade.

Os demais metodos necessitam que o virus seja a-
daptado aos camundongos adultos, com a possibilidade de mo-

dificar as caracteristicas do virus.

A tecnica proposta por BULOW (1962), em que se ve
rifica a protegao induzida pela vacina em camundongos neona
tos, filhos de maes vacinadas, nao tem os inconvenientes das
demais. O desenvolvimento de um teste dessa natureza propi-
ciaria pesquisas e estudos de vacinas, quando sio nescessa-
rias grandes quantidades de testes.

O presente trabalho procura desenvolver este méto-




do, com os seguintes objetivos:

1) Em uma primeira fase, procurou-se tornar o me-
todo quantitativo, ja que BULOW (1962) nao apresentou valo-
res numéricos capazes de serem comparados. Sera usado para
tanto, um indice como os descritos por CUNHA et alii (1957)
(Indice de soroprotegao), LUCAM § FEDIDA (1958) (Indice k),
LUCAM et alii (1962) (Indice P), LUCAM et alii (1964) (Indi
ce C), LUCAM et alii (1964 a) (Indice S), FONTAINE et alii
(1966) (Indice M) e SOLYOM & DEAK (1975) (Indice E).

Esse indice, denominado '"Indice de Protecao Ca-

mundongos'" (IPC), consiste no quociente entre os titulos dos
virus em camundongos filhos de maes nao vacinadas (testemu-

nhos) e filhos de maes vacinadas.

2) Verificar a variabilidade dos resultadns do "In
dice de Protecao Camundongos'" e o menor numero de camundon-
gos a ser usado por teste, para que a variacao seja aceita-
vel.

3) Em uma segunda fase do trabalho, verificar CT
concentragoes diferentes da vacina provocam resultados di-
ferentes e se existe correlacdao entre as concentracoes da

vacina e os valores dos Indices de Protecao Camundongos.

BULOW (1962) afirma que existe a correlacao, sem,
entretanto, apresentar uma analise estatistica que comprove
tal afirmativa.




2. MATERIAL E METODOS

2.1. Camundongos

Foram utilizados camundongos suicos albinos, ori-
gin5r105 do Animal Research Institute, Pirbright e criados
no Laboratdorio Regional de Apoio a Area Animal, do Ministe-
rio da Agricultura em Campinas, Estado de Sao Paulo. Os ca-
mundongos adultos foram utilizados com 75 a 80 dias de ida-

de e os lactentes com 7 dias.

Cada mae com os respectivos filhotes formaram um
grupo. Estes grupos constituiram-se em media por 9,23 fi-
lhotes por femea, sendo que 50% dos grupos utilizados conti
nham 10 filhotes por fémea, 23% tiveram 9 filhotes por fe-
mea, 14% com 8 filhotes por femea, 7% com 7 filhotes, 4%

com 6 filhotes, 1% com 5 filhotes e¢ 0,06% com 4.
2.2. Vacina

A vacina antiaftosa usada foi produzida com virus
tio "0" Valleé, inativado por Acetiletileneimina (AEI) e

adsorvido em hidroxido de aluminio.

-

Envasada em frascos de 200 ml, foi armazenada a

temperatura de 4°C ate o momento do uso. Quando indicado,




imediatamente aates do uso, foi submetida a diluigoes em

progressao geométrica de razao dois.

As inoculagoes da vacina foram feitas pela via
subcutanea, na dose de 0,5 ml por camundonga.

2.3. Virus

Foi empregada uma suspensao de virus de Febre Af-
tosa tipo "0" Vallee, subtipo "0;" Campos. O virus foi re-
plicado em linhagem de células BHK 21. A mesma suspensao
foi utilizada tanto na produgao de vacina como no  preparo
do incculo para a agressao aos camundongos. O virus para i-
noculacdo foi distribuido em aliquotas de 5 ml e mantido a
- 40°C até o momento do uso. Imediatamente antes do uso, ©
virus foi submetido a diluigdes decimais até 107/ e cada di
luicao, inoculada nos camundongos lactentes pela via intra-
peritonial, na dose de 0,05 ml por animal.

2.4. Diluente

Solugao salina isotonica tamponada com fosfatos
para pH 7,4 a 7,6. O mesmo diluente foi usado na diluigao

da vacina, do virus e na inoculacgao dos controles.

2:5-s Titulo

Os titulos do virus foram calculados pelo metodo
de REED § MUENCH (1938) e indicam a Dose Letal 50%, expres-
sos em logaritmo de base 10.

2.6. Procedimentos

2.6.1. Primeira Fase: nessa fase, as femeas adul-

tas foram inicialmente alocadas em dois lotes destinados a
receber os tratamentos A e B.




2.6.1.1. Tratamento A

As femeas desse lote foram inoculadas com diluen-

te, segundo a dose e via ja apontadas.

Trés dias apos a inoculagao, foram acasaladas com
machos de mesma idade, sendo, posteriormente, as gestantes
separadas em gaiolas individuails, para constituirem, apos a
paricao, juntamente com seus filhotes, os grupos destinados

a titulacgao do virus.

Foram feitas neste tratamento, 26 repeticoes da

titulacgao.
2.6.1.2. Tratamento B

As camundongas desse lote foram inoculadas com va
cina sem diluir e foram submetidas a mesma metodologia usa-
da no tratamento A.

Foram feitas 64 repeticOes da titulagao nesse tra

tamento.
Dos titulos obtidos, procedeu-se ao sorteio, pelo
método das repodigoes, de sete amostras:

Na primeira, foram sorteados, um a um, 26 titulos
que representam 26 titulagdes, com 1 grupo por diluigao de

*
vV1irus.

Na segunda, sorteados 2 a 2, 26 titulos, que re-
presentam 26 titulagoes com 2 grupos por diluigao de virus.

Nos demais, foram sorteados 26 titulos 4 a 4, 6 a
6, 8 a8, 12 a 12 e 16 a 16 que representam 26 titulacoes
com 4, 6, 8, 12 e 16 grupos por diluigao de virus, respecti

vamente.
2:6.2, Segunda fase

Nessa fase foram feitos os tratamentos C, D, E,




F, G e H, obedecendo aos mesmos procedimentos que na fase
anterior quanto a dose, via, idade, formagao de grupos, com
a diferenga que foram usados 6 grupos por diluigao de virus
e foi usada vacina sem diluir e nas diluigoes 1:2, 1:4, 1:8
e 1:16 respectivamente nos tratamentos C, D, E, F e G. No
tratamento H, as camundongas foram inoculadas com diluente,
obtendo-se, dessa maneira, o testemunho.

2.7. Analise estatistica
Os calculos estatisticos utilizados foram basea-

dos em CROXTON § COWDEN (1952) e o nivel de probabilidade a
dotado, de 5% (P = 0,05).
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3. RESULTADOS
3.1. Primeira fase
3.1.1. Tratamento A

Esse tratamento representou o testemunho para e-
feito de titulacdo. O titulo do virus encontrado foi de
10°°82pL 503 por mililitro.

A TAB. I mostra o numero de camundongos neonatos
mortos e sobreviventes em cada diluicao de virus nas 26 re-
peticoes. Na soma encontrou-se 100% de mortos com o virus
sem diluir, 98% na diluicdo de virus 1071, 93% na diluicdo

1072, 97% na diluicdo 1075, 70% na 10 %, 30% em 107>,  10%
107% e 6% na 1077.

|

[
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3.1.2 Tratamento B

As ninhadas das femeas nesse tratamento, foram
tituladas e o titulo das 64 repetigoes doi de 101’66 DL 50%
por mililitro.

Na TAB. II estao apresentados o numero de camun-
dongos neonatos mortos e sobreviventes em cada diluigao de

virus nas diversas repetigoes.
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TABELA [I - Titulagoes do virus "0" de Febre Aftosa em ca-
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diluigcao do virus

zziet;; s/7d* 1071 1072 1070 107* 107 107% 1077
M* S* M S M S M S M S M S M S M S

. | 0 10 9 1 0 9 0 10 0 9 0 9 0 8 6
32 9 1 0 10 0 10 0 10 0 9 0 9 0 6 10
33 0 10 0 9 0 10 1 7 0 10 0 10 0 9 - -
34 0 10 10 0 10 0 10 0 7 0 9 0 10 - -
35 0 10 10 0 7 0 6 0 9 0 10 0 9 = =
36 0 10 0 10 0 & 0 10 0 10 0 7 0 6 = =
37 0 10 0 10 0 10 0 9 0 10 0 10 0 10 0 9
38 8 2 0 10 0 10 2 7 0 10 0 10 0 10 0 10
39 5 0 0 10 2 7 0 10 0 10 0 10 0 8 0 7
40 0 9 0 8 0 10 3 5 0 10 0 9 0 8 = =
41 0 g 10 0 5 0 g 1 0 10 0 9 0 9 S
42 10 0 0 9 0 10 1 9 0 © 0 10 0 7 - =
43 10 0 0 10 0 8 0 9 0 10 0 10 0 10 3 7
44 5 4 0 10 0 10 1 7 0 10 0 10 0 10 0 10
45 9 0 0 9 0 10 0 10 0 10 0 9 0 8 0 7
46 0 10 2 7 0 10 5 0 10 0 10 0 10 0 6
47 0 4 0 10 0 9 4 0 9 0 8 0 8 - -
48 10 0 0 10 0 0 0 5 3 0 8 0 5 - -
49 0 9 0 9 0 10 0 0 8 0 8 0 10 0 10
50 0 10 0 9 0 9 0 0 10 0 9 0 10 2 8
51 0 10 10 0 l1 9 7 3 0 10 0 10 0 10 0 10
52 9 0 8 2 0 10 0 10 0 6 2 7 0 9 0 9
53 0 10 0 10 7 3 0 10 1 9 0 10 0 10 0 8
54 0 10 0 9 0 10 G 0 9 1 9 0 8 = =
55 10 0 10 O 0 10 9 0 10 0 10 0 8 0 8
56 0 10 0 10 0 10 0 10 3 0 9 0 7 0 8
57 10 0 1 8 0 10 0 9 0 9 0o 7 0 10 0 4
58 0 10 2 8 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10 0 8
59 1 9 9 0 0 10 0 9 0 10 0 10 0 10 = =
60 8 2 0 10 0 10 0 9 0 9 0 8 0 10 - -
01 0 10 0 9 0 10 0 9 0 10 0 10 0 8 0 5
62 10 0 0 10 0 10 0 10 0 9 0 9 0 6 0 4
63 10 0 10 0 10 0 8 1 8 0 9 0 8 0 8
64 0 10 0 10 0 10 0 6 6 3 0 9 0 9 = =
*M = Mortos *S = Sobreviventes *s/d = sem diluir
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Entre as 64 titulacoes do tratamento B, foram
sorteadas 26 delas com um grupo por diluicao de virus. A
TAB. III mostra os titulos obtidos de cada diluicao e o res
pectivo Indice de Protecao Camundongos, ordenados crescente
mente, para melhor analise.

TABELA 1II - Titulacao do virus "0" de Fcbre Aftosa em ca-
mundongos lactentes, filhos de maes submetidas
ao tratamento B, quando empregado um grupo por
diluigao de virus.

Numero de ordem titulo/ml* IPC*
1 0,80 5.02
2 0.80 5.02
3 0.80 5.02
A 0.80 5.02
5 0.80 5.02
6 0.85 4.97
7 0.86 4.96
8 0.90 4,92
Q 1.05 4.77
10 1.19 4.63
11 1.24 4.58
12 1.30 4,52
13 1.68 4.14
14 1.68 4.14
" 15 1.78 4.04
16 1.79 4.03
17 1.80 4.02
18 1.80 4.02
19 1.87 3.95
20 2.08 3.74
21 2.27 3.45 |
22 2.49 3.33
23 2.56 3.26
24 3.01 2.81 ~
25 %12 2.70 1
26 324 2.58

*DL 50% em logqg
*Indice de Protecdo Camundongos

I .
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As 26 representagoes sorteadas 2 a 2 do trata
mento B estao indicadas na TAB. IV, apresentando os titulos
encontrados usando-se dois grupos por diluicido de virus. Os
titulos foram ordenados crescentemente e indicados os res-

pectivos indices.

TABELA IV - Titulagao do virus "0" de Febre Aftosa em camun
dongos lactentes, filhos de maes submetidas ao
tratamento B, quando se empregaram dois grupos
por diluigao de virus.

Namero de ordem titulo/ml* IPC*
1 0.80 5402
2 093 4 .89
3 0.96 4.86
4 1.12 4.70
5 1.19 4,63
6 1.23 4.59
7 Ys:23 4.59
8 1.24 4.58
9 1.24 4,58

10 1.30 4.52
11 1.43 4.45
12 1.48 4,34
13 1.53 4.29
14 1.79 4.03
15 1.83 3.99
16 1.89 3.93
17 1.90 3.92
18 1.93 3.89
19 1.97 3.85
20 2.01 3.81
21 2.07 Bead 5
22 2 550 352
23 2402 3.20
24 2.98 3.14
25 2.80 3.02
26 3.25 2 w57

*DL 50% em logqy
*Indice de Protecao Camundongos
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Da mesma maneira que as anteriores, a TAB. V
mostra os titulos e indices encontrados com o sorteio 4 a 4

do tratamento B, ordenados crescentemente.

TABELA V - Titulagao do virus "0" de Febre Aftosa em camun-
dongos lactentes, filhos de maes submetidas a0
tratamento B, quando se empregaram quatro grupos

por diluigdo de virus.

Numero de ordem titulo/ml* IPC*
1 1.12 4.70
2 1.18 4.64
3 1.22 4.60
4 1.24 4,58
5 1.26 4.56
6 1;28 4.54
7 1.28 4.54
8 1.30 4.52
9 1.34 4.48

10 1.38 4.44
11 1.453 4.39
12 1.52 4,30
13 1.61 4,21
14 1.71 4.11
15 1.72 4.10
16 1.73 4,09
17 1.81 4.01
18 1.81 4,01
19 1.85 3.97
20 1.90 3.92
21 1.90 3.92
22 1.91 3.91
23 1.92 3.90
24 200 3.82
25 201 Fae
26 2 .01 3.81

*DL 50% em log10

*Indice de Protecdo Camundongos
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Como as anteriores, a TAB. VI apresenta os ti-

tulos e indices do sorteio 6 a 6 do tratamento B.

TABELA VI - Titulagdo do virus '"O" de Febre Aftosa em camun

dongos lactentes, filhos de maes submetidas ao

tratamento B, quando se empregaram 6 grupos nor

diluicao de virus.

Numero de ordem titulo/ml* IPC*
1 1.28 4,54
2 1.28 4,54
3 1.28 4.54
4 1.39 4.43
5 1.44 4.38
6 1.46 4.36
7 1.50 4,32
8 1.51 4.31
9 1.54 4,28

10 1.59 4.23
11 1.59 4.23
12 1.61 4.21
1.3 1.62 4.20
14 1.64 4.18
15 1.07 4.15
16 1.71 4.11
17 1.72 4.10
18 1.73 4.09
19 1.78 4.04
20 1.85 3.97
21 1.86 3.96
22 1.87 3.95
23 1.88 3.94
24 1.91 3.91
25 2.08 3.74
26 2.17 3.65

*DL 50% em loglo

*Indice de Protegao Camundongos




Os titulos e indices encontrados no sorteio 8
a 8 do tratamento B sao mostrados na TAB. VII, da mesma ma-
neira que nas anteriores.

TABELA VII - Titulagao do virus '"O" de Febre Aftosa em ca-
mundongos lactentes, filhos de maes submetidus
ao tratamento B, quando se empregaram 8 grupos
por diluicao de virus.

Numero de ordem titulo/ml* IPC*
1 1.02 4.80
2 1.07 4,77
3 1:15 4.67
4 1.30 4.52
5 1.34 4.48
6 1.37 4.45
7 1.38 4.44
8 1.42 4.40
9 1.51 4.31

10 1.54 4.28
11 1.54 4,28
12 1.55 4.27
13 1.56 . 4.26
14 1.57 4.25
15 1.60 4,22
16 1.64 4.18
17 1.67 4.15
18 1.68 4.14
19 1.68 4.14
20 1.71 4.11
21 1.73 4.09
22 1.76 4.06
23 1.87 3.95
24 1.90 3.92
25 2.04 3.78
26 2.08 3.74

*DL 50% em logy,

*Indice de Protecao Camundongos




20

A TAB. VIII indica os titulos ¢ Indices encon-
trados no sorteio 12 a 12 do tratamento B.

TABELA VIII - Titulagao do virus "O" de Febre Aftosa em ca-
mundongos lactentes, filhos de maes submeti-
das ao tratamento B, quando se empregaram 12
grupos por diluigao de virus.

Numero de ordem titulo/ml* IPC*
1 1.12 4.70
2 1.18 4.64
3 1.19 4.63
4 1.24 4,58
5 1.24 4.58
6 1.30 4.52
7 1.41 4.41
8 1.43 4.39
9 1.50 4.32

10 1.53 4.29
11 1.53 4.29
12 1.53 4.29
13 1.56 4.26
14 1.56 4.26
15 1.63 4.19
16 1.65 4.17
17 1.67 4.15
18 1.69 4.13
19 1.70 4.12
20 1.74 4.08
21 1.78 4.04
22 1.33 3.99
23 1.88 3.94
24 1.91 3.91
25 1.96 3.86
26 1.99 3.83

*DL 50% log,,

*Indice de Protegao Camundongos

e




A TAB. IX resume os titulos e indices do

teio 16 a 16 do tratamento B.
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TABELA IX - Titulagdo do virus "O" de Febre Aftosa em camun
dongos lactentes, filhos de maes submetidas ao

tratamento B, quando se empregaram 16 grupos por

diluigdo de virus.

Numero de ordem titulos/ml* IPC*
1 1.24 4.58
2 1.28 4.54
3 1.30 4.52
4 1.30 4.52
5 1.34 4.46
6 1.38 4,42
7 1.39 4.41
8 1.45 4.37
9 1.54 4.28

10 1.60 4.22
11 1.61 4.21
12 1.68 4.14
13 1.73 4,09
14 1.73 4.09
15 1.74 4.08
16 1.79 4.03
17 1.81 4.01
18 1.84 3.98
19 1.87 3.95
20 1.88 3.94
21 1.88 3.94
22 1.89 3.93
23 1.96 3.86
24 1.96 3.86
25 2.11 .71
26 2.15 3.67

*DL 50% em log10

*Indice de Protecao Camundongos
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A elaboracdo da TAB. X, que ¢ um resumo  dos
resultados das TAB. IIT a IX, permite que seja avaliados
por cdlculos estatisticos, os valores dos dados obtidos,
quando sao usadas diversas quantidades de grupos por dilui-

cao de virus, no tratamento B.

TABRELA X - Indicadores obtidos a partir dos Indices de Pro-
tecao Camundongos, quando se usaram diversas quan
tidades de grupos por diluicao de virus, no tra-

tamento B.

? 4 - -d-l: -
Indicadores LY 46 grupoes poT g1 ulgan de virus

1 2 4 6 8 12 16
Média dos iIndices 4,18 4,10 4,21 4,17 4,26 4,25 4,15
Desvio padrao 0,78 0,63 0,32 0,23 0,27 0,25 0,27
Erro padrao da média 0,15 0,12 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05
Coeficiente de variagao 19% 15% 8% 6% 6% % %

Amplitude de variagao 2,44 2,45 0,89 0,89 1,06 0,87 0,91

0 calculo da"significancia entre duas medias"
- - - - = - . - -
mostrou que os valores dos Indices medios nao sao significa
tivamente diferentes.

As variacgoes nos valores dos indices podem ser a
valiadas no GRAF. 1 onde se verifica que ha mais dispersao
nos experimentos onde se usou 1 e 2 grupos por diluigcao de
virus e menos nos demais. [ apresentada tambem a faixa  de
variacao de + 12 desvios padrao de cada experimento, a par-

tir média geral dos indices medios, que foi de 4,19.
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6

5
O X
o 4
ot

2 4 6 8 12 16 esc,]_ogz

Nimero de grupos por diluigao de virus

GRAFICO 1 - Dispersao do Indice de Protecao Camundongos das
26 repeticoes de cada prova, com diversos na-
meros de grupos por diluigao de virus no trata-
mento B, a média dos indices medios e a varia-

cio de + 2 desvios padrao.
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A significancia da diferenga entre os desvios
padrao foi obtida pelo calculo de "z" e os resultados sao
apresentados na TAB. XI.

TABELA XI - Significancia da diferenga cntre os desvios pa-
drao obtidos, quando foram usadas diversas quan
tidades de grupos por diluicao de virus, no
tratamento B.

Valores de "z" calculados:

Numero de grupos por diluicao de virus
1 2 4 o 8 12 16

B @ 1 0,211 *0,904 *1,25% *1,082 *1,159 *1.082
A 2 0,211 *0,693 *1,040 *0,871 *0,949 *0,871
b ? 4 *0,904 *0,693 *0,347 0,179 0,253 0,179
§“g 6 *1,251 *1,040 *0,347 0,098 0,106 0,098
& 8 | *1,082 *0,871 0,179 0,098 0,253 0,115
'g'gq 12 *1,159 *0,949 0,253 0,106 0,253 0,107
%5 16 *1,082 *0,871 0,179 0,098 0,115 0,107

llzn P: 0,05 = 0.333
tab. n, e n,: 25

*Diferenga significativa
3.2. Segunda fase

Nessa fase foi usado um grupo por diluicac de

virus e cada tratamento repetido 6 vezes.

Nos tratamentos C, D, E, F e G, as femeas foram
vacinadas com vacina sem diluir, diluida 1:2, 1:4, 1:8 e
1:16 respectivamente. No tratamento H, foram inoculadas com
diluente (testemunhas).

0O titulo encontrado no tratamento H foi de
DL 50% por ml.

105.89
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A TAB. XII contém os Indices de Protegdo Camun
dongos obtidos nas 6 repetigoes dos tratamentos C, D, F e
G, a media, que corresponde ao uso de 6 grupos por diluigao

de virus e outros indicadores estatisticos.

TABELA XII - Resultados das 6 repetigoes da prova de Indice
de Protecao Camundongos, usando-se virus "O "
de Febre Aftosa em camundongos submetidos aos
tratamentos C, D, E, F e G, e alguns indicado-

res estatisticos.

Repctigoes Tratamentos
ne¢ C D E F G
1 4,19 3,01 2,26 1,98 1,32
2 3,93 2,84 1,86 1,69 0,88
3 3,68 2,44 1:5% 1,43 0,70
4 4,09 3,09 2,46 2,25 1,41
5 4,16 3,31 2,46 2,23 1,46
6 3,98 IR 2,18 2,00 1,04
Média 4,00 3,00 2,13 1,94 1,14
Desvio padrao 0,19 0,32 0,37 0,32 0,31
Coeficiente de variacao 5% 11% 17% 16% 27%
Erro padrao da media 0,08 0,13 0,15 0,13 0,13
Amplitude de variagao 0,51 0,87 0,93 0,82 0,76

As diferencas entre as medias de cada tratamen
to, pelo calculo da "significancia entre duas médias'", sao
significativas e o 'coeficiente de correlagao r" apresentou
um valor de -0,98, indicando elevada correlagao entre a di-
luigao da vacina e o valor do Indice de Protecao camundon-
gos. A "fidedignidade de r', pelo teste 't", determinou que
o coeficiente de correlacao € fidedigno ( "t "= §.076

calc.
e "t " = 3,182 para P = 0,05).

tab.
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T
O GRAF. 2 apresenta os valores dos Indices de
Protegao Camundongos em cada tratamento, a reta de regres-
sdo e a faixa de variagao de + 2 desvios padrao, a  partir
das medias corrigidas.
-
B

3,




4

0 T T T T I I 1
C D 2 F G

Tratamentos

GRAFICO 2 - Dispersido dos Indices de Protegdao Camundongos
em cada tratamento, os pontos médios, a reta
de regresség (;C) e + 2 desvios padrao a
partir de
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4. DISCUSSAO

Dos resultados obtidos, ressaltam alguns as-

pectos cuja discussao se impoe:

4,1. Transmissao de anticorpos contra Febre Af-
tosa da mae aos filhotes de camundongos:

BULLOW (1962a) determinou que os anticorpos neu
tralizantes, formados na camundonga adulta, eram transmiti-

dos aos filhotes pela placenta e pela amamentacgao.

Pelos resultados das titulacoes do virus em ca-
mundongos lactentes, obtidos nos filhos de maes nao vaci-
nadas (105’82
(101,64

que os valores diferem significativamente (Tabela I - Tra-

DL 50%/ml) e nos filhos de maes vacinadas

DL 50%/ml), verifica-se, por analise estatistica |,

tamento A e Tabela II - Tratamento B). Isso significa que
realmente cos camundongos filhos de maes vacinadas sao bem
mais protegidos contra o virus que os filhos de maes nao va
cinadas, confirmando assim que ha transferéncia de anticor-

pos da mae aos filhotes.

4.2. Indice de Protecao Camundongos (IPC) como

meio de tornar o metodo quantitativo:
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0 indice, que € o quociente do titulo dos tes-
temunhos sobre o titulo dos vacinados (T/V), €& um metodo
consagrado ja utilizado em diversos testes de eficiencia em
Febre Aftosa (CUNHA et alii, 1957; LUCAM § FEDIDA, 1958 ;
LUCAM et alii, 1962; LUCAM et alii, 1964; LUCAM et alii,
1964a; FONTAINE et alii, 1966 e SOLYOM § DEAK, 1975).

Pelos resultados obtidos nos diversos experi-
mentos, verifica-se que o Indice de Protegao Camundongos
(IPC) prestou-se a todos os calculos estatisticos wutiliza-

dos.
4.3. Variacao dos resultados

A TAB. X, que ¢ um resumo das TABS. III a IX,
indica que os IPC_ médios, quando foram usados 1, 2, 4, 6,
8, 12 ou 16 grupos por diluigao de virus, nao sao significa
tivamente diferentes, ou seja, as diferengas entre os IPCS
meédios foram decorrencia do acaso, sendo portanto as amos-
tras pertencertes a mesma populagao.

Entretanto, a variabilidade nao se comportou da
mesma maneira. Os dados das TABS. III a IX mostram que e-
xiste uma variagao nos resultados dos titulos e consequente
mente dos Indices de Protegao Camundongos. No GRAF. 1, no-
ta-se a dispersao dos IPCS, que € mais acentuada nos expe-
rimentos em que se usou 1 e 2 grupos por diluigao de virus
e menos nos demais. Pela TAR. X pode-se verificar que a am-
plitude de variagao, o erro padrao da média e o desvio pa-
drao teém valores mais altos nos cxperimentos em que se u-
sou 1 e 2 grupos por diluigao de virus. O coeficiente de va
riacao de Pearson apresentou valores de 19, 15, 8, 6, 6,6 e
7% respectivamente, quando se usocu 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 16
grupos por diluigao de virus e conforme PIMENTEL GOMES(1956),
os dois primeiros sao considerados '"medios" e os demais,
"pequenos'. Verificando, pelo calculo de "z'", a analise da

k]

significancia da diferenga entre os desvios padrao" (TAB.XI),
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fica comprovado que ndo ha diferenga significativa entre os
valores dos desvios padrao, quando se usou 1 ou 2 grupos,
mas apresentam diferenga significativa, quando se usaram 4,
6, 8, 12 e 16 grupos. Da mesma maneira, nao houve diferenca
significativa entre si para os valores de 8, 12 e 16 gru-

pos.

Embora os resultados obtidos, quando se empre-
garam 4 ou 6 grupos por diluigao, nao apresentem diferencas
significativas de quando se usaram 8, 12 cu 16 grupos, o u-
so de 4 e 6 grupos apresentou diferenga significativa entre
eles, mostrando que a variacio quando se usaram 4 nao e a

mesma que quando se usaram 6 grupos.

Assim, pelos resultados da analise, o uso de 6
ou mais grupos por diluicao apresenta variagoes pequenas e
essas variacoes nao sao diferentes significativamente ate
16 grupos por diluigdo, que foi o maior numero de grupos u-
tilizado neste trabalho.

4.4. Valores dos II’CS com vacinas em diversas
diluigoes:

A TAB. XII mostra que as provas de eficiencia
de vacinas antiaftosa em diversas diluigoes, usando-se 6
grupos por diluigdo de virus, confirmaram os estudos anteri
ores, ja que o tratamento C, quando foi usada vacina sem di
luir, nao teve o valor da média dos IPCS, diferente da do
tratamento B, pelo '"teste de significancia entre duas me -

dias'".

Os resultados dos IPCS das médias dos tratamen
tos em que foram usadas vacinas sem diluir, diluida 102
1:4, 1:8 e 1:16, entretanto, apresentaram diferengas signi-
ficativas entre elas, indicando que sao amostras de popula-

¢oes distintas.

0 "coeficiente de correlacao r" e a '"fidedigni

dade de r'" pelo teste '"'t'" mostraram que existe correlacao en
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o
tre a diluigao da vacina e o valor dos IPC,. O GRAF. 2 vi-
sualiza essa correlacao. Esses dados confirmam a assertiva
de BULOW (1962), apesar desse autor ter usado no seu traba-
lho apenas tres diluigoes da vacina e nao ter apresentado u
ma analise estatistica do evento.
%
o
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