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™
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dose letal 50%
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intracerebral

intramuscular

intraperitonial

subcutinea
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I. INTRODUCAGC.

A elaboragao de vacinas contra a  raiva,
a exemplo de gualquer produto biloldgico para uso médico ou ve
terindrio, exige sempre prévia verificagdo experimental de e

vt

ficiéncia em sistema bioldgico adequado.

A prova de poténcia ideal deveria ser rea
lizada em animal da propria especie para a qual & indicada a
- vacina, bem como nas mesmas ou em condigdes que procurem simu
lar a ocorréncia natural da doenga..Tal prova, embora ideal,
encontra, o mais das vezes, Oblces insuperaveis que a tornam
praticamente inexequivel. O caminho a seguir, com a 'finalidg
de de superar as dificuldades in@rentes,‘é.a procura de uma
prova em animal de laboratorio, qué seja pratica e se aproxi
me © mals possivel daguelas condi¢des mencionadas.

O primeiro teste de poténcia das vacinas
anti-rabica, pade~se dizer velo a luz com a propria vacina
descoberta por PASTEUR et al. (1884, 1884 a)SO, 91, indicada
para © homen, mas experim@ntalmente provada em caes, - apesar
dos trabalhos ploneiros de GALTIER (1881) em tentativas pa

ra imunizar animais domesticos, wvia intravenosa.

As principais experiéncias sobre testes
de poténcia das vacinas contra a raiva, de 1884 a 1938, foram
reunidas e revistas criticamente por WEBSTER (1939, 1942}118
120 Nesta revisao, WEBSTER revelou que os resultados obtidos
pelos diversos pes quisaéares, em sua grande meioria foram mui
to irregulares, inconsistentes, nio gquantitativos e pouco com
paraveis entre si, ressaltando a necessidade de teste quanti
tativo mals pratico para a avaliacido do poder imunizante das




vacinas. O proprioc WEBSTER 51936311?

em camundongos, que consistia essenclialmente em vacina-los e

havia desenvolvido teste

verificar a imunidade trés semanas mals tarde, frente a doses
graduadas de virus virulento. WEBSTER (1939&)119 descreven o
teste com maiores detalhes, aplicando-c a 33 vacinas para uso
humano e a 41 para animais. Neste teste, as vacinas para 'uﬁm
humano, diluidas ao décimo, eram injetadas intraperitonialmen
- te em camundongos, com 1/8 da dose estabelecida e indlcada re
lo fabricante, diariamente,. ﬁcr 3 a 5 dias; vacinas para anji
mais eram. inoculadas uma unica vez, diluldas ao &écimo & na
gquantidade de 1/8 da dose indicada. Sapois de trég Semanas,os
camundongos vacinados e os ¢ontroles eram inoculados com  di -
luigoes diversas do virus, pelas vias intramuscular {IM} - ou
Aintracerebral (IC).

WEBSTER & CASALS (1940)%%%
ralelismo . entre 08 resultados obtidos nos testes em camundon
gos e em caes. "

verificaram pa

WICKOFF & BECK €1940)122 confirmaram a u
tilidade do teste de vacinas em camundongos, introduziram al
gumas modificagbes, fixaram em 5 o nimereo de vacinagbes e rea
lizaram o desafio ("challenge") pela via IC, aos 12 dlas da
primeira dose. '
_ WICKOFF & TESAR (1941) %7
te a 45 vacinas, alem de realizarem varias repetiqoea e xegli
cas com as mesmas partidas, confirmando sua reprodutibilidade.

aplicaram o tes

HABEL (1940)38 reestudou com detalhes a a
plicagao do teste em camundongos para as vacinas contra a rai
va, verificando algumas varidveis implicadas. Fixou a via IC
para a inoculagdo do virus de prova e determinou o limite mi
nimo de protegac contra 1.000 doses letais 50% {DLgq) para
aprovagao da vacina.




KUBES & GALLIA (1942} % consideraram o
teste de Habel adequado para a efetivacgdo de estudos imunold
gicos sobre vacinas contra a raiva, por sua alta sensibilida
de e aplicaram-no em provas de imunidade cruzada com diferen
tes vacinas, quando verificaram variacoes antigénicas entre
amostras diversas do virus rabico.

O teste de Habel, aceito'e adotado pelo
"Bureau of Animal Industry” e pelo "United Public Service“dos
Estados Unidos da América, como método de escolha para contro
le das vacinas contra a raiva (CUNHA, 1947)23, passou por ng
va revisac de HABEL & WRIGHT (1948)43
estudarem o8 fatores gue poéeriam exercer influéncia - - sobre

gue o padronizaram, ac

ele, guando destacaram a amostra do virus de prova e a . raga
dos camundongos. '

CUNHA (1947)23 utilizou o teste de Habel

pela primeira vez no Brasil, no controle de 23 vacinas contra
a raiva, de 13 diferentes laboratorios, destacanéo.seu valor
para a comprovagao rotineira do poder imunizante das vacinas.

TENBROECK (1950)106

teste para avallar a qualidade de vacinas contra a raiva, a-

empregou cobalas em

plicando~as pela via intraperitonial (IP} na dose de 1l ml e
nas diluigbes 1:50 e 1:250, Trés semanas mais tarde, as co
baias vacinadas e outras nio vacinadas mantidas nas - mesmas
condigdes, sao inoculadas com virus de rua origindrio de cao,
no musculo gastrocnémic, na dose de 0,5 ml. O autor discute -
as vantagens de seu teste sobre o de Habel, considerandoc-o su
perior e mais ldgico, por mais proximo das condigdes naturais.

BEQUIGNON & VIALAT (1953)°% eriaram prova
em coelho, consistindo numa série de aplicagbes da vacina e
inoculande o virus de prova via IC, 30 dias depois de inicia

da a vacinagdo. Todos os vacinados devem sobreviver e 08 nao
vacinados morrer.




KOPROWSKI & BLACK €l95@}66 ghservaram, em
experiéncias preliminares, que o teste de Habel nao dava bons
resultados com as vacinas avianizadas a virus vivo, cujas pes
quisas vinham sendo desenvolvidas (XKOPROWSKI & COX, 1948, KO
PROWSKI & BLACK, 1950, 1952)%8+ 647 65 pp tentativa para su
perar esta dificuldade, criaram prova em cobaia, que se resu
mia em inocular a vacina pela via IM e o virus virulento de
prova pela mesma via, 21 dias depois, devendo sobreviver 70%
das cobaias vacinadas, contra 80% de morte das testemurhas.De
monstraram haver correlagac entre os resultados dos testes em
cobaias e em cades, efetuados simultaneamente. Em todos os teg
tes empregaram sempre, nas comprovagoes, virus de rua origina
rio de glandulas salivares de caes (KOPROWSKI & BLACK,1954)6§

KOPROWSKI et al. (1954)69 relataram a
transformacac sofride pela amostra avianizada Flury, na 17%a.
passagem em ovo embrionado de galinha, que se tornou apatogé
nica. para camundongos de 14 ou mais dias de idade, mesmo quapn
do inoculada pela via IC, mas induzia resisténcia contra amog
tra de virus de rua, inoculada igualmente pela via IC. Esta a
mostra avianizada, a partir da passagem em que se tornou apa
togénica para camundongos adultés, passou a receber a denomi
nacdo HEP ("high egg passage").

KOPROWSKI & BLACK (1954 a)®7 efetuaram ex
periéncias mais completas sobre o poder imunizante da amostra
Flury HEP para diversas espécles animéis, confirmaram a vaci
nagao IC em camundongos de 14 dias e consideraram ainda a pos

sibilidade de empregc desta proprieﬂade em futuro teste de
poténcia para a vacina preparada a partir da amostra Flury
HEP.

KAPLAN (1954)54 descreveu a prova de po
téncia empregada pelo Instituto Nacional de Salde (NIH). dos
Estados Unidos da América. Em esséncia a prova compreende &



inoculacao em camundongos, via IP, de 3 ou mals diluigoes da
vacina, multiplas de 5, em duas doses, com intervalo de uma
semana entre ambas. A inocula¢do comprovante & realizada 14
dias depois da primeira dose, via IC. Esta prova exige con
fronto com vacina de referéncia e se considera aprovada a va
cina se superior a de referéncia.

. HABEL (1954)°7 propds modificagao de seu
teste original, para ser utilizada pelos laboratdrios de meng
res recursos, reduzindo o nimero de camundongos para 20 vaci
nados e 15 testemunhos e fixando a dose de virus de confronto
em 500 DL.,, devendo sobreviver peloc menos SQ% dos  camundon
gos vacinados.

A ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE (1954) 84 a
dotou e recomendou as técnicas de Habel, Habel modificado, B2
quignon e Vialat e NIH para as vacinas inativadas de uso huma
no ou veterinario e a de Koprowski & Black em cobaias para as
vacinas avianizadas a virus vivo.

ALICE (1954)2, na Bahia, adaptou com .su .
cesso em ovos embrionados de galinha, amostra regional do vi
rus da raiva, denominada "Lagda", produziu vacina a partir -
desta amostra e aplicou o teste de Habel & vaciné; obtendo re
sultado favoravel.

- CASTAGNOLI % ORFEI (1955)19 propuseram a
criaram prova'de controle do poder imunizante em cobala, seme
lhante ao teste de Habel, isto &, esquema miltiplo de vacina
¢Bes, mas pela via IM, e confronto intracerebral com virus fi
xo. Nio efetuaram comparacgbCes com outros testes.

BINDRICH (1956)9 empregou pela primeira -
wvez no teste de cobaias de Koprowski & Biaek, emulsao de vi

rus fixo, mas contendo extrato de testiculo de rato.



NAZAROW (1956) ~ introduziu a inoculagao
do virus no focinho, para comprovagdo de vacinas contra a rai
va, em lugar da via IC usada no teste de Habel, defendendo-a
por aproximar~se das condi¢oes naturais.

KAPLAN (1956)55y em estudos sobre  produ
tos bivldgicos utilizados para combater a raiva nos animais,
descreveu os testes indicados pela Organizagdo Mundial da Saii
de (OMS), acrescentando para as vacinas avianizadas Flury de
.alta passagem, o teste de Koprowski & Black para camundongos
adultos, gue exige protecdo dos camundongos vacinados, até a
diluigao de 1073 aa vacina, contra amostra de virus fixe ou
de rua, capaz de matar todos os testemunhos.

MOLLER (1956) preparou nova vacina an~
ti=rabica para bovinos, adsorvida pelo hidroxido de aluminio,
denominada_“Formidogel", para a qual introduziu modificacdes
na prova de poténcia em cobaias, que sé traduziram pela inocu
lagao dupla da vacina, com intervalo de 21 dias entre as do
ses e comprovagdo com virus rabico de rua, inoculado no massgé
ter, seis semanas depois da Gltima vacinagao. Na prova de po
téncia utilizou vacina glicerofenicada, tipo Umeno=-Doi, pre
viamente aprovada no teste de Habel.

KRAUSE-(1957)7O realizou inoculagao de vI
xus de prova pela via plantar, em provas de poténcia de vaci-
nas contra a raiva, comparando-a 3 inoculagdo IC usada no teg
te de Habel, concluindo pela superioridade de sua técnica ¢
principalmente por determinar curvas monofasicas de mortalida
de nos camundongos vacinados, enquanto no Habel as curvas sao
difasicas ou mesmo polifasicas. '

a OMS.(1957)85'recomendou o estudo e a a
plicagdo do teste Koprowski & Black em camundongos adultos pa
ra as vacinas avianizadas de alta passagem.




CAMARGO NUNEZ & VELAZQUEZ (1957}, no Mé
#lico, trabalhando com amostra avianizada de baixa passagem,
realizaram as comprovagoes das vacinas por meio de diluigoes
seriadas do virus, miltiplas de 10, de 107t a 10”4, nas cO
balas vacinadas e testemunhas, obtendo indices de protegdo pa
ra julgamento das vacinas. Nas provas comung, quando 'utilizg
vam uma s& diluigdo do virus, efetuavam o cilculo da protegdo
levando em consideragao a diferenga entre testemunhas e wvacl
nadas.

NIKOLITCH (1957) %% criticou o testo em cgo
baias, argumentando que a percentagem de mortalidade das vaci
nadas nao deve ultrapassar 10% da mortalidade das testemunhas.
Referiu~se também a obsticulos, dificilmente superavels, para
a padronizagao dos testes de controle das vacinas contra a
raiva.

A oMs (HABEL, 1958)%? indicou o uso do vi
rus fixo CVS ("challenge virus standard") no teste de cobaias,
* em lugar do virus de rua.

HUYGELEN & MORTEIMANS (1959) ®verificaram
em cobaias, que a vacina Flury injetada pela via intramuscu
lar, nao da protegao contra o virus fixo inoculado pela via
IC nos testes de confronto das vacinas, efetuando ainda eriti
cas ao teste de Habel, por fugir as condicoes naturais e lem
brando que o teste de Krause (via intradérmica plantar) forne
ce resultados mais favoraveis, por determinar curvas monofasi
cas de mortalidade. |

MATEWA (1959) % comparcu os teste de Ha
bel ¢ de Krause na comprovaqﬁo de 4 vacinas fenoladas, con
cluindo pela superioridade do metodo de Krause, desde que &

presentou resultados mais regulares, nao revelando, ao contxé
rio do de Habel, diferencas consideraveis entre as vacinas.




Ainda MATEWA {1§5§‘a}?5 empregou o beste
de Krause para a vacina Flury, comparando—-a com vacina fenica
das e demonstrou assim a possibilidade de sus aplicagao na
comprovagao das vacinas avianlzadas, verificando ainda nao ha
ver paralelismo entre o titule infectante das vacinas e a imu
nidade conferida.

‘ BACZIASKI (1959)° utilizow 3 métodos (Ha
bel, Béquignon & Vialat e NIH) de titulagao de vacinas contra
a raiva e considerou o de Habel o mais exequivel e econOmico,
pois o de Béquignon & Vialat, em coelhos, consome mails tempo
e & mais caro, enqguanto o NIH, embora bastante acurado, exige
vacina padrac de referéncia.

HUYGELEN (1960) %% inoculou cobaias via IC
com vacina Flury de alta passagem, assinalando resisténecla &
dose de confronto, quer pela via IM, guer pela via IC, confir
mando tambem que cobaias vacinadas pela via IM nac resistiram
a0 desafio via IC. k' |

A OMS {i@ﬁ@)86 voltou a recomendar © tes=%
te em camundongos adultos para as vacinas avianizadas Flury e
Kelev (KOMAROV & HORESTEINS, l953}ﬁoy~para%@&w'a0 teste em €O
baias. Revelou também que hi jgualdade de efici@cia no empreygoe
do virus fixo ou de rua na comprovagio e gue a correlagdo en
tre as amostras foi demonsitrada.

T & CARLSON (1960)89 anallsaram o teste
de poténcia em cobailas para as vacinas vivas modificadas, lem
brando que hé exigéneia de 80% de morte das ndo vacinadas, en
" quanto devem sobreviver pelo menos 70% das vacinadas, 0 que.
representa uma diferenga minima de 50% de mortalidade entre
wvacinadas e testemunhas. Assinalaram também, pela primeira =
vez, que as vacinas devem ter ws titulo infectante em  camun
dongos de nao menos Jdo gue &@3”5/0,@3 wml, via IC. Cmméluﬁram




que ndo ha relagao entre o conteddo de virus na vacina e a
eficiencia em cobalas. Criticando o teste em cobaias, propu
zeram a utilizacac de raposas em lugar de cobaias, nos testes
de vacinas para caes, pelo maior parentesco bioldogico.

HUYGELEN (1960 a)47 comparou © emprego de
coelhos e camundongos em teste de protecao de vacinas contra
a raiva, efetuando a comprovagao pela via IC e concluiu pela
superioridade dos camundongos, pois os coelhos ndo revelaram
qualquer valor protetor das vacinas. Na comprevagao pela wia
IM, os coelhos resistiram melhor do que pela via IC.

_ DEAN & SHERMAN (1961)27, ao submeterem 28
vacinas Flury LEP de 5 diferentes laboratérios; ao teste em -
cobaias, verificaram que alguma correlacac aparentemente exis
te entre o titulo infectante em camundongos e a protegao em
cobaias, mas nao seria aconselhavel uma confianga total no
teste de infecciosidade (viabilidade). Recomendaram o minimo
de 14 cobaias vacinadas e 10 testemunhas, o que reduziria a -
possibilidade de aprovaq%o de mas vacinas, devida ao acaso.
Esta possibilidade casual, nas condigoes exigidas oficialmen
te, € de 1:10 e com a modificagdo sugerida passaria a 1:55.
THOMPSON (1961) 107
mais o risco citado, isto &, de aprovacgac de mas vacinas ao
acaso, utilizando o mesmo numero de cobaias sugerido por DEAN
& SHERMAN, porém inoculando maior quantidade de virus nas co
baias vacinadas do que nas testemunhas, desde que aquelas tém
a seu favor maior resisténcia conferida pela vacina.

propds reduzir ainda

DEAN & SHERMAN (1962)28 empregaram compa
rativamente os testes de Habel e NIH, na dosagem de  vacinas
a base de cérebro e de embriao de pato, verificando que de 19
vacinas de embriao de pato, nenhuma foi aprovada no NIH, mas
5 o foram no teste de Habel, concluindo pela nao relagac en
tre os dois testes.

9.




DEAN «t al, (;963}29 verificaram gue ca
mundonges adultos de 20 a 30g podiam ger utilizados em novo
teste de poténcia para as vacinas vivas modificadas contra a
raiva, ante a inaculaggo da vacina pela via IP e a COmpPIova
cao pelas vias IM ou IC, realizada 21 dias depcis. Tal prova
veio a ser conhecida por "Nylar test" (New York Laboratory
and Resgearch).

TORLONE et al. (1963)10°
te de poténcia em camundongos adultos (Koprowski & Black), pa

aplicaram o teg

ra vacinas Flury HEP e estabeleceram para a comprovagao, a
inoculagaoc de 20 DLy, do virus, comparando os resultadcs obti
dos com teste paralelo em caes, pesguisando nestes a taxa de
anticorpos e resisténcia & inoculagao do virus virulento. Nao
encontraram correspondéncia precisa entre a quantidade de vi
- rus na vacina e o valor protetor em camundongos.

STECE & SCHNEIDER (1963)104 e STECK(1963)
103 demonstraram nos testes de protegﬁo em camundongos, gue
na administracao da vacina antli-rabica, tanto em uma Onica co
mo em dose dupla, as curvas dose~efeito mostraram direcdo 1i
near e paralela. As formas das curvas permitiram, portante ,
apreciagao guantitativa das vacinas anti~rabica segundo o .

principio de "padronizacao geral”.

PHILIPS €1964}92 verificou, trabalhando
com 145 séries de vacinas Flury LEP, de 14 diferentes labora
tdrios, que 78 séries foram julgadas satisfatdrias nos testes
de poténcia em cobaias e titulag@o em camundongos. Houve cor
relacio entre a titulagdo do virus e o teste de poténcia em -
cobalas.

DEAN et al. (1964)°° avaliaram a protecao
conferida pelas vacinas Flury LEP, obtidas a partir de ovos
embrionados e de cultura de tecido {fibroblastos de  embriao
de galinha}, a cédes, cobalas e camundongos. Houve correlagao-

1¢.




entre a presenga de anticorpos no soro de caes vacinados e
protecao ao desafio com virus virulento. Algumas vacinas nao
aprovadas nos testes em cobaias, protegeram caes e passaram
no "Nylar test“ em camundonges. Todas as vacinas‘ aprovadas
no teste em cobaias, também o foram em caes. Segundo eles, se
ria importante a inclusdo de vacina de referéncia em todos os
testes. \ ' |
ABELSETH (1964)) aplicou com dxito o tes
te de protecao em cobaias, para verificar o poder imunizante
da vacina ERA, obtida em cultivo de células de rim de porco.

VALDES~ORNELAS & ROLDAN DE GORDON (1965)
111 trabalharam com 76 lotes de vacinas Flury HEP e 21  LEP,
comparando © poder imunizante em cobaias com a titulacao em
camundongos. Encontraram estreita relagao entre os titulos in
fectantes e a poténcia em cobalas, de modo que titulos iguais
ou'maiores do que 103’4 para HEP e 102-'4 para LEP, correspon

deram a protegao suficiente em cobaias.

CABASSO et al. (1965)16 efetuafam teste
de poténcia em caes e cobaias com vacinas Flupy LEP, obtidas
a partir de cultivos celulares. Obtiveram correlagao de 100%
entre presenca de anticorpos neutralizantes nos soros de caes
e prote¢do face & inoculagado de virus virulento. Trés parti
das em 7, nao passaram na prova em cobaias, embora proteges
sem c3es no teste correspondente. Propuseram dois parametros
para julgar as vacinas: presenca de anticorpos nos soros dos
animais vacinados e titulo infectante da vacina em camundon
gos.
' , KUBES (1965) '+ verificou que a prova de -
precipitagao em gel (imunoéiﬁusﬁo) pode ser utilizada para
gquantificar o virus nas vacinas Flury LEP, desde que se empre
gue soro obtido a partir de imunizagao com vacinas LEP. 08 re
sultados com vacinas HEP foram negativos. ' '
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EL=-SAB5AN (1§é6}31 relatou suas  observagdes
com 23 partidas de vacina Flury LEP, submetidas ao teste emn
cobaias e & verificacac do tituleo infectante em camundongos.
Das 23, c¢inco nao passaranm no teste em cobaias. Houve correla
¢ao entre a quantidade de virus na vacina e a protecdo em <o
baias e o autor concluiu gue um alto titulo foi fator impox
tante para. © suCess0 da vacina,
CABASSO (1966) 1>
ragoes efetuadas em cdes e cobalas, de testes de poténcia de

referiuv-se novamente a compa

~ vacinas Flury LEP cbtidas a partir de cultivos celulares.Duas
vacinas inoculadas em cobaias, que receberam doses correspon
dentes a 1:80 da dose-cao, naoc passaram no teste em cowvaias,
dando somente 44% e 33% de protegao, respectivamente, mas de
ram 100% em cies. Retestadas em cobalas com dose igual a X:8
da dose~cao, deram 100% de protecac. Outra vacina aprovada no
teste em cobaias com 1:80 da dose~cac, nao passou no nesmo
teste realizado em outro laboratdric, com 1:48 da dose-cao.
Relatou aindi perfeita correlagdo entre protegac de caes  ao
virus na comprovacao e presenga de anticorpos neutralizantes
no soro. Criticou as recomendacoOes da OMS para vacinas vivas, .
porgue nac tomaram por base a gquantidade de virus, mas sim 2
de tecido embriondrio.

KOPROWSKI (1966) %% recomendou em relagao & va

cina avianizada Flury LEP, titulo minimo 'em camundongos =~ de
3,3
107°

periodo de validade da vacina. Acrescentou também que o titu

DLg, pox 0,03 ml, gue deve ser mantido durante todo V)
1o para liberagao deveria ser 0,5 log mais alto.

HABEL (1966)%%, tecendo consideragdes gerais
sobre testes de poténcia de vacina contra a raiva, enumerou
trés importantes fatores para avaliacgdo 'de qualquarﬂtesté de
poténcia: a) determinagido da efetividade na pr@filéﬁia da ral
va no homem ou nos animais; b) praticabilidade; c) padrcnizﬁr
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gcao dos testes. Considerou também que os testes de extincdo
do antigeno, NIH para as vacinas inativadas e "Nylar" para as
vacinas vivas, em condigOes ideais, sao melhor padronizadas e
dao resultados estatisticamente mals significativos. Ambos re
gquerem obfigatoriamente vacina de referéncia.

O teste NIH foi novamente descrito e enfatiza
do pela OMS (SELIGNAN, 1966) para as vacinas inativadas e ©
"Nylar test" (DEAN, 1966 a) para as vacinas vivas modifica
das. Ainda segundo DEAN (1966 a) a vacina de referéncia pa
ra o "Nylar test", deverd ter titulo miInimo de 103'° em camun
dongos adultos jovens e cumprir os requisitos minimos no tes
te de poténcia em cobaia.

Na descricao do teste de poténcia em cobaias,
recomendado pela OMS para as vaclnas vivas modificadas, houve
referéncia a correlagao entre os testes de poténcia em co
baias e a titulagiao intracerebral do virus, em camundongos. A -
paralisia das cobalas, observada de 4 a 10 dias apds o desa
fio, correlacionou bem com o titulo de virus da vacina e pode
ria, portanto, servir para facilitar a selegao de produtos po
tentes (KOPROWSKI, 1966 a)®

GLATHE (1966)36 aplicou os testes de Habel e
de Krause a vacinas inativadas e conclulu que ©0s resultados -
em ambos os testes foram similares.

SELIMOV & AKSENOVA (1966)°°, em trabalho so
bre vacinas de cultura de tecido para uso humano, introduzi
ram a inoculagao dos virus fixo e de rua, pela via intrala
bial, em camundongos, alem da inoculagdo IC empregada no tes
te de Habel, mas ndo revelaram dados comparativos.

FENJE & PINTERIC (1966}33 empregaram c¢oelhos

para a avaliagao de vacinas contra a raiva, de cultura de te-
cido, para uso humano, comparando as taxas. de anticorpos neu

id.




tralizantes e a comprovagao pela inoculagioc de virus wvirulen
to, verificando haver correlagio.

NICOLAU & DRAGANESCU (1966}80 utilizaram o8
testes de Habel e de Béquignon & Vialat na comprovacgiao de va
cinas contra a raiva, inativadas por sais de prata ( argenta
das), obtendo resultados favoraveis em ambos os testes, mas
nao fizeram referéncias a comparacac entre eles.

SCHNEIDER €1966)96, complementando  trabalho
antes referido (STECK & SCHNEIDER, 1963}104
cias com vacinas inativadas contra a raiva, empregando dose

(realizou experién

inica na imunizag¢do de camundongos, dose dupla (NIH) e doses
maltiplas (teste de Habel), verificando que os valores  obti
dos no teste de Habel corresponderam mals aos valores apods
uma sO dose imunizante do gue apds duas (NIH). Justificou sua
experimentagdao baseado na observagao de que a finalidade de
qualquer teste de poténcia de vacinas, & a determinacao dire-
ta da imunogenicidade primaria, o gue os testes de Habel e
NIH nao permitem. '

. SWEET (1966)105, em discussao no Simpdsio 1In
ternacional de Raiva de Talloires, Pranga, relatou compara
¢Oes entre os testes de poténcia em cobaia e o "Nylar", com ’
grande numero de vacinas Flury LEP e HEP, produzidas em ovos
embrionados e em cultivos celulares de embriao de galinha, a
chando gue ¢ "Nylar" foi tao bom quanto o teste em cobalas.

O 59 INFORME DOS PERITOS EM RAIVA DA OMS e
(1966)87 referiu-se a sugestdes propostas para modificacao do
critério estabelecido para as provas de poténcia, isto &, de
terminacdoc do titulo infectante das vacinas e capacidade de
produzir anticorpos, mas conslderou ilnaceitavelis estas provas
em substituicado &s que requerem o confronto pela  inoculagao
de virus nos animais vacinados, pois somente assim haveria
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completa seguranca da eficicia da vacina. Recomendou ainda a
utilizagao de vacinas de referéncia.

CORREA & SOLANA (1967) ! trabalharam com tes
tes de vacinas Flury HEP em cobaias, utilizando na prova de
confronto, amostra de virus isolada de bovino e CVS. De 4 tes
tes com o virus de bovino, s& um n3o preencheu a condigao mi
nima, ou seja, morte de 80% das cobaias testemunhas, enguanto
de 8 testes com virus CVS, 5 falharam em relagﬁg ao mesmo re
quisito. ' _

JAEGER & BARTH (1967)°! estudaram o comporta
mento das vacinas inativadas contra a raiva no teste de Habel
e relataram resultados reprodutiveis, embora sujeitos a flu
tuaqﬁes gue nao prejudicaram a avaliagdo, n3o confirmando as
- lrregularidades apontadas por outros autores.

IRAIROZ-LABARTA (1967)50, em estudos sobre
testes em cobaias para a determinagao do poder imunizante de
vacinas Flury LEP, encontrou melhores resultados quando reali
zou a compyovagido aos 31 dias da vacinagdo, em lugar dos 21
normalmente recomendados e ainda melhores aos 42 dias. Utili
zou em seus testes 40 cobaias vééinadas e igual numero de tes
temunhas, mas considerou 20 suficientes. Informou também gue
parecia haver relacgao entre a percentagem de cobaias sobrevi
. ventes e o titulo de infecciosidade do virus em camundongds,

. BROWN et al. (1967)14 efetnaram provas compa

radas de poténcia com vacinas anti~-rdbica preparadas com vi
rus Flury HEP, a partir de cultivo celular de rim de cao.Veri
ficaram correlagdc, em caes, entre nivel de anticorpos e ra
sist@ncia 3 inoculagdo do virus; cdes e cobaias inoculados pe
la via IC com a vacina, resistiram & comprovagao; houve rela
¢do entre titule infectante da vacina em camundongos @ a pro
va de poténcia em cobaias; foli necessdrio usar 4 a 5 vezes
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mais vacina para imunizar uma cobaia do gue um c3o. Sugeriram
que a dose vacinante para cobaias poderia ser 1:20 da  dose-
-cao, em vez da diluigac 1:80, que & a exigida oficialmente.

Algumas vacinas protegeram caes até a diluicdo 1:1000 da do
se-c3o. Referiram-se a experiéncias oficiais do Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos da América, em que algumas
vacinas foram aprovadas no teste de poténcia em cobaias inocu
ladas com virus de rua, mas o mesmo nao aconteceu quando as
cobaias foram submetidas a dose de confronto com virus fixo.

102 riticaram os méto

SOULEBOT et -al. (1968)
dos de controle da atividade das vacinas contra a raiva, con
siderando-os insatisfatdrios. Sugeriram revisao das . normas
minimas requeridas, principalmente em face do desenvolvimento
 de vacinas produzidas a partir de cultivos celulares. Demonsg
traram, adicionalmente, correlaqgo entre a taxa de anticorpos

produzida no animal e a quantidade de vacina inoculada.

BRANCHE et al. (1968)10, estudando vacina an
ti-rabica inativada, obtida a partir de cultivos celulares, a
plicaram os testes de Habel e NIH, além da titulagdo de anti
corpos pela soroneutralizagao. Em relagdo ao teste de  Habel,
consideraram delicado calcular indice de protegﬁo'e estimar a
precisao da resposta obtida, principalmente por causa do rg'
sultado bifasico de mortalidade, encontrado nos' camundongos
vacinados, qgue compararam a uma espécie de fendmeno de zona.
Apesar destas objegOes, acharam que o teste ainda & muito efi
caz, porque permite julgar qualitativamente o valor da vacina.
Quanto ao NIH expressaram que, muitas vezes, & impossivel ob
ter constantemente precisao estatistica satisfatdria, mas tém
a vantagem de ser quantitativo. A titulacdo de anticorpos pe
la soroneutralizagao deu resultados muito bons. Incluiram ain
da a titulagado pela fixacdo do complemento e determinaram re
lagdo entre esta prova e a titulagdo do virus pela inocula
¢ao. Finalmente, opinaram que as normas internacionais deve
riam ser revistas no que concerne &s vacinas de cultivos celu
lares.
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MERED & GLEDEL (1969)'° referiram-se a  difi
culdades encontradas no controle da eficidcia em cobalas das
vacinas Flury LEP, quando submeteram ac teste 3 vacinas e em
uma 80 conseguiram o minimo de 80% de morte dos testemunhos ,
falhando as 2 restantes. Tal fato, somado a outras limita

¢Oes, levou os autores a renunclarem ac preparo da vacina Flu
ry LEP.

MOHAMED et al. (1969)'' estudaram 80 partidas
de vacinas Flury LEP e conclulram que aquelas de alto titulo,
usualmente, deram bons resultados imunologicos no teste em co
balas.

cuPERA (1969} 0 trabalhou com 70 partidas de
vacina Flury LEP utilizando o "Nylar test", sem vacina de re
feréncla, efetuando a infecgio dos camundongos pela via subcu
tanea, no focinho, com 100 DLg, de virus fixo. A protecao de
dois tercos ou mais dos camundongos em todas as dilui¢oes
da vacina, fol usada como critério de aprovagao e considera
da satlsfatoria. Afirmaram que o método usado consome  menos
tempo e & mais econdmico do que outros testes de poténcia.

CROGHAN (19?0)22¢ revendo e comentando  vacl
nas contra a railva é respectivos testes, expressou a opinido
de que estes deveriam ser feitos nos prdprios animais para os
guais a vacina & indicada e que havia falta de trabalhos cor
relativos entre a a@li@agio de vacinas nestes animais e nos -
de laboratério, mas considerou que o usc de virus fixo ga re
sultados errdneos em caes e o virus de rua oferece demasiado
perigo para ser empregade na rotina. Faz referéncia também a
novas determinacdes a serem aplicadas no teste em cobalas,

que passariam a exigir protegao minima de 80% das cobaias va
cinadas.,

HUMPHREY {l9?0)45 analisou o trabalho de CRO
GHAN, assim como os regulamentos oficials para o registro de
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vacinas contra a raiva nos EBstados Unidos e informou que as
principais criticas aos testes tém sido: a) utilizacado do CVS
em lugar do virus de rua (de gléndula salivar}; b} usc de pe
gueno nimero de animais, guer vacinados, guer testemunhos; <)
emprego de doses de virus excessivamente elevadas na comprova
¢cAo: d) nos testes em que caes sao usados, falta de resulta
dos da prova de soroneutralizag@o antes da vacinagao; e)aussén
cia de dados sobre os fatores ldade e sexo dos animais empre
gados; £) ndc ha informacoes de mortes acidentals e g) falta
de indicag&@s sobre os titulos das vacinas usadas para imuni

zar caes.

VEERARAGHAVAN et al. (1971
cinas inativadas aos testes de Habel, NIH e Nylar,encontrando
boa protegdo de todas as vacinas nos dols Gltimos testes, en

3116 submeteram va

quante 86 a de referéncia fol aprovada no de Habel.

}101 expuseram os resulta

_ "SIKES et al. {1971
dos de teste de Infecciosidade em camundongos e de poténcia
em cobalas e camundongos. Ag vaclinas foram aprovadas em guase
todos os testes, exceto duas que nao passaram no teste em co

bala, \ .

113 realizaram

VEERARAGHAVAN & GAJANANA (1%72)
experiéncias preliminares com o teste de adsorcéo do  antige
no (ARKC et al., 1973)4, comparando~o com ¢s de Habel e "Ny~
lar® e concluiram pela boa‘r&prcdutibilidadeg alem de reque
rer menos tempo, podendc ser empregado, portanto, preferente

mente.

1@33 em estudos sobre 1

TIGNOR & SHOPE (1972}
munidade cruzada com virus ielaeian&dms ag da ralva,aplicaram
2 tipos de testes em camundongos, ¢ primeiro inoculando virus
Flury HEP, via IC, e efetlivande a @@mprovaqémicam o virus em

estudo e o segundo vacinando camundongos pela via IP e compro

&
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vando~-os via IC com os diversos virus do grupo, Em ambos 08
casos o Iindice de protegac serviu para definir os resultados.

VEERARAGHAVAN & GAJANANA (1973)
comparagoes entre os testes de Habel, NIH, "Nylar", de "adsor -
gdo de antigeno”(Arco test") e em cobaias, obtendo resulta
dos similares em todas as provas, exceto os de uma vacina,que

114 efetuaram

deu resultado inferior nos testes NIH e "Nylar", pela excessi
va quantidade de virus usada no confronto, nao passou no tes
te de Habel, mas foi aprovada no "Arco test" com alto titulo
& na prova em cobaias. .

Ainda VEERARAGHAVAN & GAJANANA (1973 a) i3 ex
perimentaram modificagdo no teste de poténcia em cobaia, que
consistiu na introdugao direta do virus no nervo cidtico, na
dose de prova. Obtiveram com tal modificagac sofisticada, mox
tallidade dos testemunhos proéxima de 100%, mesmo quan&o usaram
30 pouco quanto 2 a 4 DLg, de virus.

TURNER (1973)
vacinas contra a raiva, comentou diversos aspectos relaciona

110, em artigo de revisao sobre

dos & prova de poténcia, destacandoc que oOs processos devem
ser de 2 tipos: 1) quebra de imunidade, nos quais os animais
a0 imunizados com guantidade fixa de antIgeno e submetidos a
confronto com qguantidades variaveis de virus; 2) extingdo do
antigeno, pelo qual quantidades variiveis de vacina sao admi
nistradas, seguidas de dose fixa de confrontacao. O  emprego
de animais da mesma coldénia, a utilizagéo de virus de compro
vagao especifico bem conhecido e a compafagao‘dos resultados
obtidos com os de vacina de feferéncia, reduziriam ao minimo
a variabilidade dos resultados.

0 6¢ INFORME DOS ESPECIALISTAS EM RAIVA DA

DMS_(1973)88, a exemplo do gue ocorrera no 59 INFORME (OMS,
1966}87, voltou a refutar as proposigoes que recomendam o em
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prego de outros critérios de atividade imunogénica, como o0
grau de infeccilosidade das vaciﬁas a virus vivo modificado ou
a capacidade de elaboracgao de anticorpos séricos neutralizan-
tes. Insistiu o Comitd da OMS que estes métodos de atividade
nunca devem ser empregados em substituigao aos baseados na
incculacdo direta do virus nos animais vacinados, pois este &
o Gnico que certifica a especificidade da efici@cia da imunida
de fornecida pela vacina.

HABEL (1973}42y nas considerac¢Oes sobre o8
testes de poténcia de vacinas, em monografia especializada da
OMS (KAPLAN & KOPROWSKI, 1973) , destacou a importancia da
determinacao da quantidade de virus‘infectante na vacina viva
modificada, para assegurar o ninimo requerido, concomitantg
mente, com a realizacio da prova de eficiéncia em cobaias.
Alem disso, a mesma publi¢aq§c excluiu o "Nylar test" dentxe
as provas de poténcia.

Outra modificagdo proposta pela OMS (KAPLAN &
KOPROWSKI,‘lQ?Big? no teste NIH, com a finalidade  principal
de permitir sua aplicagido para a verificagiao antigénica das
vacinas obtidas a partir de cultivos celulares, fol a introdu
¢do, além do método gravimétrico adotado até entdo, do métg
do volumétrico, gue utiliza a poténcia relativa da vacina fa
ce 3 de referéncia, com base na mais alta dilui¢do que prote -
ge 50% dos camundongos e expresso o resultado em ml de wvaci
na e naQ em mg de tecido como no netodo gravimetrico, utiliza
do para as vaainas de tecido nervoso (SELIGNAN, 19?3)

Ainda em 1973, na mesma publicagao da OMS,sur
giu nova prova ja citada anteriormente em nosso trabalho. -
(VEERARAGHAVAN & GAJANANA, 1973)114, para a verificagac anti
génica das vacinas contra a raiva, o teste de ligacao de anti
corpos {"antibody binding test”) ou de adsorcao do antigeno,
que inclui além da vacina de referéncia, soro de referéncia..
Dois processos podem ser utilizados neste teste, a inoculagao
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de camundongos e o método de "reducao de placas” em cultivos
celulares. ¢ valor antigénico & determinado pela divisao da
dose de adsorgac 50% da vacina em teste, pela da vacina de re
feradncia (ARKO et al., 1973)%,

A literatura compulsadé, como acabamos de ver,
apesar das variadas e lmportantes contribuicdes, & bastante - ‘
controvertida, mas indicou caminhos diversos a percorrer e
deixou problemas varios, longe de resolvidos, dando-nos opox
tunidade para a realizagac do presente trabalho.

Resolvemos aproveltar nossa experiéncia com
testes de vacinas avianizadas Flury de alta passagem, adquiril
da no periocdo de 1960 a 1973, guando acumulamos dados que po
deriam, se bem explorados e interpretados, trazer alguma con
tribuigdo para © encontro de respostas a questoes relaciona
das ao assunto, ainda discutidas e sem solugdo satisfatdria.

Sao conhecidas as dificuldades par& a obten
¢do de cobaias de mesmo peso e em nimero suficiente para a
realizacdo das provas de poténcia das vacinas Flury HEP, de
acordo com as recomendagoes da OMS (1954, 1966)%1¢ 62 ¢ ex&k
géncias da nossa legislagdo especifica (BRASIL, MINISTERIO DA
AGRICULTURA, 1967, 1974)%%s 13

outro pardmetro, além da prova em cobaias, que pudesse servir

, O gque nos conduziu a procurar

para a verificacao do poder imunizante das vacinas e sua con
seqllente liberagao para. CONsumo.

Objetivamos comparar, em base guantitativa, ©
titulo infectante cbtido em camundongos neonatos, para quant};=
ficagao do virus ativo existente na vacina viva modificada ,
Flury HEP, com provas de poténcia em cobaias e camundongos,as
sim como relscionar estas UGltimas entre si.

Pretendemos, portanto, verificar:
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6.

8.

se hd relagao entre o titulo infectante {prova de wviabili

dade) e o teste de poténcia em cobaias;

gqual a correspondéncia entre o titulo infectante e a prg
va de pgténcia em camundongos (KOPROWSKI & BLACK, 1954 a)ﬁ;

se a guantidade de virus usada na prova de poténcia em ca
mundongos (KOPROWSKI & BLACK, 1954 a)67, exerce influéncia
no titulo de protecao das vacinas;

a possibiliﬁade de utilizagao de novo teste em camundongos,
inoculados pela via IC com dose fixa da vacina e  submeti .
dos depois a dilulgdes variadas do virus de confronto;

no caso afirmativo, se exlste analogia entre este teste e
os de poténcia em cobalas e camundongos, citados nos ltens
anteriores;

se & vidvel a determinagdo do titulo infectante do virus
contido nas vacinas, atraves do sacrificio dos camdndongos"
e exame dos seus cérebros pela técnica de anticorpos 'flug'
rescentes; '

se, positiva a hipbtese anterior, o titulo obtido por esta
prova e comparé?el ao resultado da inoculagao, dado pelo
critério de morte dos camundongos, apds apresentaqao dos
sintomas: |

qual o comportamento do "Nylar test" para a verificagao da
poténcia das vacinas, face as outras provas.
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§
IT. MATERIAL B METOROS.

I1,) VACINAS,

Empregamos vacinas avianlzadas Flury HEP, pre
paradas segundo KOMAROV (1954)59. A técnica de elaboracgac das
vacinas, descrita em trabalho anterior (NILSSON, 1968)82, fol
em resumo & seguinte: ovos embrionados de galinha, com 7 dias

* de incubacao, adqulridos de fornecedores diversos, eram inocu
lados com seringa automdtica, no saco vitelino, através a ¢
mara de ar, com amostra de virus Flury HEP, 187 a 201 passa
gens, na dose de 0,2 ml e diluigao 107% ou 1072, Depois de fe
chados com cera ¢ parafina, voltavam 05 ovos para incubagao a
36,5, durante 9 a 10 dias. Decorrido este perlodo, apds o©
voscopla, colhemos apenas os embrides vivos, que eram tritura
dos em liguidificador e suspensos a 66% {peso/valumé) em solu
cao de glicocola a 1% e glicose a 0,5% em agua destilada.Apds

- centrifugacgac a 1800 rpm durante 10 minutos, em temperatura -
de 4°C, o sobrenadante era filtrado em 4 camadas de gaze. A&é
cionamos entao penicilina (1000 unidades/mlle estreptomicina
(1,25 mg/ml). Muitas vezes substitulmos estes dois antibidti
cos pela kanamicina (0,2 mg/nl). As vacinas para bovinos eram
distribuldas em frascos com 5 doses e as para caes em dose in
dividual, correspondendo a lg de tecide embriondrio por dose.
0 produtc era liofilizado em aparelho "Edwards", em periodo -
médio de 36 horas para ©s frascos de 5 doses e de 24 horas pa
ra as doses individuais.

Usamos tambéem algumas partidas de laboratd
rios particulares, recebidas para testes, mas cujo pProcesso
de elaboracido era semelhante, em linhas gerails, ao nosso.

As wacinas depolis de liofilizadas,permaneciam
em temperatura de 4 a 6%,
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. Todas as vacinas, antes da verificagdo do po
der imunizante, eram submetidas a testes de esterilidade e
inocuidade.

I1,) ANIMAIS.

Camundongos: brancos, sulgos, originirios da Fundagao Rockeffe
ler, da criacgac de nosso Instituto.

Os lactentes, utilizados na determinagido do
titulo infectante das vacinas, possulam 4 a 5 dias de idade.

0s adultos para as provas de poténcia e titulagbes diversas
dos virus de confronto, tinham mais de 21-.dias de ldade e pg
savam 12 a 30 gramas, com variagoes em relagac ao peso, con
forme descrito em cada teste. |

Cobalas: albinas,da criagﬁo de nosse Instituto, com pesc en
tre 350 a 400 gramas. - '

I1.) DILUENTE.

3

Agua destilada com 2% de soro de cavalo nox
mal para as titulacles das vacinas e das amostras de virus.

Ixé} VIRUS.

Empregamos trés diferentes amostras:

a) CVS ("challenge virus standard") =« virus fixo padrac forne
cido pelo Centro Panamericano de Zoonoses, da Organizagao
Sanitdria Panamericana. A amostra, quando recebida, foi a
23-4 e sofreu em nosso laboratério, varias passagens, via
IC, em camﬂndongos;
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b) M.95/60 - amostra isolada de bovino raivoso, do municipio
de Santa Isabel, em 1960 (NILSSON at al., lgﬁd}gsy Com vé
rias passagens em cobalas, via IM, e camundongos, via IC.

c) M.37/60 -~ amostra isolada de cao, recebida para diagndsti
co em abril de 1960, do municipio de Santo André, com duas
passagens via IC em camundongos.

Todas as amostras foram conservadas em conge
lador a temperaturas de ~15°¢C a-25°C, sob as formas de cére
bro ou de suspensdo de cérebro a 20% em diluente.

IIS) PROVA DE INFECCIOSIDADE {(Viabilidade).
Verificamos nesta prova o titulo do virus con
tido na vacina. Usamos sempre pelo menos doils frascos de cada

partida de vacina. Empregamos dois critérios:

a} Determinacao do titulo pela morte dos camundongos.

Obtivemos a diluigac 10”1 adicionando 10 ml -
de diluenté a cada dose de vacina. A partir desta, efetuamos
as diluicOes em série, milltiplas de 10, de 10m2 a lﬁmsou 10”§
Cada diluigao era inoculada na dose de 0,01 ml, via IC, em 8
camundongos de 4 a 5 dias de idade, mantidos na mesma caixa
com a mae., Observamos os camundongos pelo menos uma vez por
dia, durante l4~15 dias, quando a prova era dada por encerra
da. Os animals que morriam antes do 69 dias da inoculagac nao
eram computados. Usamos como critério para a contagem, 0s sin
tomas da raiva, culminando com paralisias e morte, que - o¢or
riam entre o 79 e o 13¢ dia, mais comumente, Calculamos ¢ tI
tulo infectante do virus, expresso em logaritmo da DL5ﬁf 6,01
ml, pele método de REED & MUENCH (1938)94m
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b} Determinagdo do titulo pela técnica de anticorpos fluores

centes,

Inoculamos os camundongos como descrito aci
ma, mas em duplicata, isto &, cada diluigdo era injetada pela
via IC em dols grupos de 8 camundongos. Entre o 5¢ e o 70 dia
sacrificamos a metade dos camundongos de cada diluigdo ( 4 ca
mundongos poxr éaixa}g retiramos seus ceérebros, com oS guais
realizamos decalques e esfregagos em liminas prdprias para
fluorescéncia, duas por camundongo. Utilizamos a téenica de
anticorpos fluorescentes recomendada por DEAN {1966)25 e pelo

"CENTRO PANAMERICANO DE ZOONQSIS" (1969)20; congtando, de um
modo geral, do seguinte: em cada l&mina efetuamos dois decal
ques ou esfregacgos do cerehro do camundongo, gue eram fixados
-em chama {JENTZSCH, 1967)52; Em um dos decalgues colocamos II
gotas do conjugado anti-rabico, diluido convenientemente, na
dependéncia do titulo previamente determinado, em susSpensio
de ceérebros de-camundongos normais a 20% e no outro o mesmo
conjugado, na mesma diluigdo, porém em suspensio de  cérebro
de camundongo raivosc, tamb&m a 20%. Incubamos as liminaz em
estufa a 3?0C, em camara tmida, durante 30 minutos. Lavamos
em solugao salina tamponada de fosfatos de potissic (Cl Na
0,15M; PO,HK, e PO H,K 0,01M) pH 7,4-7,6 e depois em  &gua
destilada. Secamos e montamos com laminula em glicerina alca
lina (pH 7,6~8,0). Efetuamos o0s exames em microscodpio binocu
lar "NWikon FT", com lampada de merclirio HBO 200,oculares 5X,
objetivas acromdticas 10X, 20X, 40X e de imersdo 70X, filtros
excltador ultravioleta UG 1, de 2 mm e barreira Wratten 2B e
condensador de campo escurc.

Registramos como positivos os casos em que a
pareciam corpisculos fluorescentes com maxima intensidade {(ri
gura 1), que correspondem acs resultadog +i+ @ ++++ na leltu
ra de rotina da imunofluorescéncia aplicada ao diagndstico da
raiva. Os positivos + e ++ na rotina para o diagnbstico, com
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raros elementos fluorescentes (Figura 2}, consideramos negati
vos. Determinamos tal conduta por observagoes preliminares
proprias.

Sempre utilizamos conjugado anti-rabico forne
¢ido pelo Centro Panamericano de Zoonosis, preparado com s8oro
de hamster hiperimunizado ¢ cujo titulo variou de 1:80 a
1:160,

IIG) REPRODUTIBILIDADE.,

Efetuamos 6 repeti¢des da prova de viabilida
de com uma partida de vacina e 4 com outra, em ambas as quais
também utilizamos 8 camundongos por diluigdo e diluigbes mul
tiplas de 10, sucessivas, de lﬂmz a lOmS. Visamos com isto -~

conhecer a precisldo e a reprodutibilidade da prova.

Adicionalmente, para verificar tambem a repro
dutibilidade de titulo da vacina pela imunofluorescéncia, em
paralelo com o titulo resultante de morte dos camundongos, =
submetemos uma partida de vacina a 6 repetigdes. Para cada ca
mundongo sacrificado realizamos 8 decalques de secgoes dos ceé
rebros e 8 esfregacos dos cérebros triturados, perfazendo 16
laminas por camundongo.

II7) PROVAS DE POTENCIA.

a) Em ¢obaias.

Sequimos em esséncia o preconizado 90& KQ
PROWSKI (1954)61, exceto que nao utilizames virus de glandula
salivar de cdo raivosc para a comprovagdo, mas sim, cérebros-
de cobalas e camundongos.
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Dez ou mais cobaias de 350 a 400 gramas eram
inoculadas via Intramuscular, na bcxa, gom 0,25 ml da vacina
diluida a 5 x 10"2@ Pele menos 5 cobalas de mesmo peso, eram
separadas e deixadas como controle. Decorridos 21 dias da va
cinacao, inoculamos as cobaias vacinadas e as do grupo contro
le com virus virulento, via IM, na coxa oposta aquela em ¢gue
foi aplicada a vacina, em dose varidvel de 0,1 ml a 0,5 ml e

Lo 1,25 x 10-2; Observamos os animais du

diluigdo entre 10
rante 30 dias, anotando-se 0s que adoeciam com sintomas de

raiva e que apresentavam sempre paralisia precedendo a morte.

0 reguisito minimo exigido para o teste era
sobrevivéncia de pelo menos 70% das cobaias vacinadas, contra
morte de peloc menos 80% das cobailas testemunhas., Quando havia
qualqguer diivida em relagdo as cobalas mortas, verificamos o
diagndstico pelas técnicas usuals, isto &, coloragao pelo mé
todo de SELLERS (1927)19% e/ou Faraco (1938)3%, para pesquisa
de corplisculo de Negri, imunofluorescéncia e inoculagdo em ca
mundongoes.

b) Em camundongos.

by) Prova de KOPROWSKI & BLACK (1954 2) 87,

Inoculamos 0,03 ml das diluigles  sucessivas

1 4

de 107F a 107% ou 1072 da vacina, via IC, em 8 a 10 camundon
gos de 15 a 25 g de peso. Depois de 14 a 21 dilas, I1inoculamos
nos camundongos vacinados e em nao vacinados de mesmo peso e
mantidos em idénticas condigdes, 0,03 ml de suspensdo de vi
rus contendo 20 a 100 DLg, tedricas, b?seados em determinagao
prévia do titulo infectante. No dia da prova repetimos sempre
e 8 t a determinacdo do tlitulo, com a finalidade de quanti
ficar as DLsg realmente empregadas. 0 criterio de julgamanto
para aprovagdo da vacina era o tlitulc de protegao igual ou su
perior a 1@3g isto &, a DLg, dos camundongos vacinados deve
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ria situar-se pelo menos na diluigdo 1Gm3 da vacina.Os camug
dongos eram observados diariamente pelo prazo de 21 dias; com
putando~se 08 mortos gue houvessem antes apresentado sintomas
de raiva, a partir do 49 dia da inoculacao do virus.

Submetemos a este teste uma partida de vacina,

1 a 1Qw5§quandm usamos 10 camundongos por diluil

diluida de 10~
¢do, mas em 6 repetigdes e confrontamos cada uma destas 4 di
ferentes DL, tedricas do virus, mdltiplas de 5, isto &, 5,
25, 125 e 625, com a finalidade de verificar a possivel varia
. bilidade existente no teste e se a variagao na guantidade de
virus influi no titulo de protegdo da vacina.. Efetvamos tam
bém titulacBes paralelas do virus, realizadas em duplicata,

para determinar as DLﬁg realmente empregadas.

b,) Prova para a determinacac do indite de prote

o

ggaof . /

Camundongos de 15 a 20 gramas de peso, foram
inoculados pela via IC, na dose de 0,03 ml, com a vacina di
luida a 5 % lﬂmgy ol seja, a mesma diluigﬁn usada no teste de
cobaias. Depois de 14 dias, inoculamos virus Cvs,em dilui¢oes

*a 10m5, via IC, dose de 0,03 ml, nos camun

sucessivas de 10
dongos vacinados e em ocutros nio vacinados, de igual. idade e
peso, mantidos nas mesmas condigoOes. Apds observacdes durante
21 dias, calculamos os titulos infectantes nos vacinados =
nos testemunhos, pelo método de REED & MUENCH (1938)94,estab§
lecendo~se a diferenca entre os dois tIitulos, que da o indice

de proteggou

Utilizamos sempre 10 camundongos por diluicgao
e todas as provas foram repetidas 5 vezes, objetivando-se es
tudar a variabilidade, desde que o valor da média aritmética
obtida, assequra major confianga do que os valores indivi
duais.,
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ba)-“Nylar test” (DEAN, 1966 a}zs.

Camundongos de 20 a 30 gramas de peso foram i
noculados, via IP, com as diluigOes 1:5, 1:25 e 1:125 da va
cina, a partir de suspensac a 33% (indicada para uso, na pra
tica). Decorridos 21 dias da vacinagao, todos os vacinados e
mais 10 nao vacinados, de mesmo peso e mantidos em - condigdes
similares, foram inoculados com 0,05ml de virus fixo CVS, na
coxa, via IM. O titulo infectante deste virus de prova, foi -
determinado em camundongos de peso igual, via IC, pelo nmétodo
de REED & MUENCH (1938)94¢ Para a prova ser valida, deve ha
ver morte de todos ou guase todos oOs camunddngos nao vacina
dos (90~100%). Vacinas de referéncia nao foram incluidas em
nosso caso, ao contrario do indicado. '
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ITI. RESULTADO S,

A tabela 1 registra os resultados das provas
de infecciosidade em camundongos lactentes e de poténcia em
cobaias, de 198 wacinas, numeradas segundo a ordem crescente
dos titulos infectantes, expressos em logaritmos na base 10.

Dos 198 testes de poténcia em cobaias,somente
110 (55,5%) preencheram os requisitos minimos, nos quais fo
ram aprovadas 58 vacinas (52,7%). '

Se considerarmos qgue poderia ter sido excessi
va a quantidade de virus utilizada em 60 dos testes, determi
nando mortalidade de 100% nas cobaias testemunhas (tabela I},
resolvemos verificar o que ocorreria se estimassemos unicamen
te as mortalidades compreendidas entre 80% (minimo exigido) e
menos do que 100%; os resultados assim obtidos estdo na tabe
la II.

Os 110 testes aproveitados segundo o critério
anterior, reduzir-se-jiam agora a apenas 50, nos quais 31 vaci
nas foram aprovadas (62%).

Aplicémos aos dados obtidos na tabela II, tra
tamento estatistico desenvolvido segundo os principios reco
mendados por GOLDSTEIN (1965)37, que permite determinar se ha
correlagao entre o titulo infectante (prova de viabilidade) e
a prova de poténcia em cobaias. |

Os valores obtidos para os pardmetros a e b
foram 2,2761 e 0,0206, respectivamente, resultantes da regres
sao linear calculada para os dados da tabela II. Expressamos

entao a equa¢do da reta de regressio por 9= 2,2761 + 0,0206 X.
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A sequéncia da andlise forneceu para r © va
lox 0,76, indicando estreita relaqio positiva entre as duas
variaveis, isto &, quanto mais se eleva o titulo infectante

da vacina, maior a porcentagem de protegao das cobaias vacina
das. ‘ '

0 valorqgrde Student igual a 8,1 revelou-se ~
significante ao nivel de 5%.

0 grafico I representa a reta de regressao ob
tida a partir dos valores constantes da tabela II, representa
das por X as percentagens de protecdo das cobalas vacinadas e
por ¥ os titulos infectantes em camundongos lactentes.

Esta relagdo positiva entre as provas de po
ténclia em cobalas e de infecciosidade em camundongos lacten
tes, admite a utilizagao da Gltima para a avaliagao das vaci
nas. Assim, seria conveniente o estudo de alquns aspectos des
ta técnica.

A reprodutibilidade da prova de infecciosida-
de pode ser apreciada pela analise dos dados resultantes de
6 repetigoes realizadas com wna mesma partida, assim come de
4 repetigaes efetuadas com outra partida. Estes dados estao
na tabela III, gue revela também os valores das médias aritmé
ticas, dos desvios padrSes, dos coeficilentes de variabilidade
de Pearson e dos erros padroes das médias.

A tabela IV exprime os titulos infectantes em
camundongos lactentes, expressos em logaritmo na base 10, de
25 diferentes partidas de vacinas, obtidos segundeo dois crite
rios diferentes: morte dos camundongos entre 6 a 15 dias da
inoculacgdo e sacrificio dos camundongos ehtre 059 e o0 79\dia
da inoculagac e exame de seus cerebros pela imunofluorescén -
cia., Estad assinalada também a média aritmética obtida segundo
cada tratamento.
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A tabela V assinala os resultados de 5 répli
cas de titulagOes de uma vacina em camundongos lactentes. Os
.titulos expressos em log da'DLSO, foram obtidos pela imuno
- fluorescéncia dos cérebros de camundongos sacrificados e pe
lo critério morte dos camundongos. A mesma tabela indica ain
da, as médias aritméticas, os desvios padroes, os coeficien
tes de variabilidade e os erros padrdoes da media.

Com base ainda nos valores constantes da tabe
la II, dividimos em classes com intervalo de 0,30 os titulos
infectantes obtidos em camundongos lactentes, a partir de
1,30 ate 5,20 e distribuimos as vacinas nestas classes, se- |
gundo a condigdo de aprovada ou ndo. Assim fizemos com o ©ob
jetivo de determinar aquele titulo que pudessé indicar o limi
te de aprovagao das vacinas. A tabela VI resume os dados obti
dos com este tratamento, trazendo adicionalmente, as freqién
cias acumuladas das vacinas aprovadas e reprovadas. Expressa
mos os titulos em log na base 10/0,01 ml.

Como vemos na tabela VI, nenhuma vacina  com
titulo inferior a 10374

vadas 70% das vacinas com titulos entre 10
3,5
0 f

passou no teste, enguanto fbram apro
3.4 e 103’7, sendo,
portanto, valido considerar 1 (valor intermedidrioc) como
o titulo indicador para aprovagao das vacinas.

Apoiados neste titulo infectante de 1033

/ .
0,01 ml, construlmos as tabelas VII e VIII, com os valores =~
das tabelas I e II, respectivamente. Ambas as tabelas relacio
nam a condigdo de aprovagdo ou nao, aos titulos infectantes
3/3 ou menores do que 103'5, obtidos
em camundongos lactentes (prova de viabilidade ou infecclosi

dade) .

- maiores ou iguais a 10

0s valores dos x2 {qui -quadrado) calculados -
com base nos dados das tabelas VII e VIII, respectivamente,fo
ram 46,40 e 30,91, que se revelaram altamente significantes
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ao nivel de 1%, gquando cowparados ao valor critico do x2 {qui
quadrado} para 1 grau de liberdade.

O tratamento exato para tabela de  contingén
cia 2 »x 2 (FISHER, 1941)34, aplicado aos wvalores da tabela
VIII, revelou alta significlncia ao nivel de 1%, indicada pe

1o resultado da formula P = 3,069 x 10"9.

Critério de interpretagdo aceitavel para o
julgamento das provas de poténcia das vacinas, embora nao ofi
cializado, seria o proporcionade pela diferenca de 50% de moxr
talidade entre cobalas vacinadas e testemunhas, com o minimo
de B0% de morte das testemunhas (OTT & CARLSON, 1960)89, isto
&, mortalidade de 80% das testemunhas contra mortalidade de
30% das vacinadas (70% de protecao)}, mortalidade de 90% das
testemunhas contra 40% das vacinadas (60% de protegac) e mor
talidade de 100% das testemunhas contra 50% das vacinadas(50%
de protecdo). Adotado tal julgamento, os resultados seriam
em resumo, os da tabela IX, com os dados da tabela I. Esta ta
bela IX substitui a VII, face a este novo critério de  Jjulga

mento, pois ambas foram construidas com os mesmos nimeros.

Como se vé, o %2 {qui quadrade) de 77,58 & al
tamente significante aoc nivel de 1% e o nimero de vacinas
aprovadas ascendeu a 74,’indicando que 16 vacinas antes rejei
tadas passarém i condicdo de aprovadas. Destas Ultimas, 14
com titulos superiores a 103'5 e somente duas com titulos in

feriores.

A tabela X fornece o0s resultados dos testes
de protegao em camundongos (KOPROWSKI & BLACK, 1954 a)GBde S0
partidas de wvacinas, cémparados aos dos testes de infecciosi

dade em camundongos lactentes e de eficiéncia em cobaias.

‘ Em 90 testes tivemos s0 35 vacinas aprovadas,
em termos absolutos, isto &, a DPg,{dose de protecao 50%) das
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vacinas foi igual a 103, independentemente da qguantidade de
virus utilizada.

Na tabela XI estio os resultados resumidos da
tabela X, segundo a condicdo de aprovagio ou rejeigdo das va
cinas, relacionada esta aos titulos infectantes malores ou mg
nores do que 103'5, obtidos na prova de viabilidade.

v x2 (gqui guadrado) de 24,38, resultante da -
tabela XI & significante ao nivel de 1%.

A tabela XII registra os titulos de protegao
de uma vacina, expressos em logaritmo na base 10, obtidos fa
ce a 4 diferentes DLg, de virus Cvs, isto &, 4, 18, 93 e 465,
A cada uma destas DLg v correspondem & repetigoes do M SMmo
teste e na mesma tabela figuram os valores da média aritméti
ca, do desvio padrac, do coeficiente de variabilidade e do eg'
ro padrao da média,

O tratamento estatistico dos dados da tabela
XII, efetuado segundo GOLDSTEIN {1965)34, levou 3 obtencdo =
dos valores 4,28 e -0,0039 para os parametros a e b, respecti
vamente, dando em consequéncia a expressao ¥= 4,28 - 0,0039 X
para a equagao da reta de regressdo. Na sequéncia da analise, .
obtivemos o valor de r igual a -0,8, que revelou estreita rxe
lacao negativa entre as duas varidveis, isto &, guando cres
cem 0s valores das DLSO do virus, diminuem os titulos de pro
tegdo das vacinas. O teste "t" de Student revelou o valor de
6,1 para os nossos dados, significante ao nivel de 5%. O gré
fico II mostra a reta de regressao obtida a partir dos dados
da tabela XITI. '

A tabela XIIT expte os resultados de provas -
de poténcia em camundongos, de 5 diferentes vacinas, vrealiza

das em quintuplicata, onde se procurou a obtengao de iIndices
de protegdo dos vacinados em relagdc aos grupos controle, com
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os correspondentes desvios padrdes, coeficientes de variabili
dade e erros padroes da média. Contém a mesma tabela, dados
comparativos de cada uma destas vacinas, com as provas de via
bilidade, poténcia em cobaias e em camundongos.
1

Como se vé na tabela XIII, a tnica vacina que
cumpriu os requisitos minimos para aprova¢50 em todos o5 tes
tes, conferiu aos camundongos inoculados, Indices de protegao
superiores a 10.000 DLg, de virus. A vacina B 2, que forneceu
resultades inferiores, nao sendo aprovada nos outros testes,
ainda acusou indices de protegdo contra 1000 DL, de virus,en
quanto as demais nao passaram em qualquer dos testes e apre
sentaram Indices de protegdo inferiores a 1000 DLg,.

_ Os dados de provas de eficiéncia em camundon
gos ("Nylar test") de 39 diferentes vacinas, comparados aos
titulos infectantes em camundongos lactentes (prova de viabi
lidade) e a provas de poténcia em cobaias e camun&bngos (kKO
PROWSKI & BLACK, 1954 a)®’, encontram-se na tabela XIV.

Das 39 vacinas submetidas ao teste,l6 puderam
ser aproveltadas (morte de pelo menos 90% dos testemunhos)das
quais apenas 4 apresentaram titulo infectante elevado em ca
mundongos lactentes e foram aprovadas na maloria dos outros
testes.
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IV. DI SCUSS A O.

A prova de eficiéncia em cobaias para vacinas
avianizadas Flury de alta passagem, em nossas condigoes, reve
lou-se de baixa reprodutibilidade, desde que realizamos 198
testes para aproveitamento de apenas 110 (55,5%), que preen
cheram os requisitos minimos, isto &, mortalidade de pelo me
nos 80% das cobaias nao vacinadas. Dificuldades semelhantes
foram assinaladas por DEAN & SHERMAN (1961)27, DEAN et al.
(1963)%°, CORREA & SOLANA (1967)2%, MERED & GLEDEL (1969)'° e

VEERARAGHAVAN & GAJANANA (1973) 112,

Talvez uma das causas de nesso insucesso, pog'
sa ser atribuida a ndo utilizarmos amostra de virus de glandu
la salivar de cao e temperatura de ~70°C*‘para a conservagao
das amostras de virus, medidas ambas que sao récomendadas por
KOPROWSKI & BLACK (1954)%® no teste original e pela oMs (KO
PROWSKI, 1954)%1. Neste sentido, VEERARAGHAVAN (1957)1%% pro

pds o uso de glédndulas salivares virulentas liofilizadas.

A amostra de virus empregada'na cOMprovagao,
nao parece exercer influéncig no mau aproveitamento dos  tes
‘tes, uma vez que as falhas ocorreram com todas as amostras de
virus e em 4 oportunidades, onde empregamos no mesmo teste 2
diferentes virus {(CVS e M.95/60), obtivemos coincidentemente
3 falhas com ambas as amostras e, na restante, o CVS  funcip
nou, mas nao o M.95/60 (tabela I: vacinas 058, 127, 162 e
191). JOHNSON (1959)53 referiu-se a vacinas que  protegeram
animais de laboratdrio contra virus de rua, o mesmo nio Ocor
rendo em relacao ac virus fixo, fato este também citado  por
BROWN et al. (1967)1%. corrEa & sorana (1967)2! relataram fa
lhas de um teste em 4 com virus de rua e de 5 em 8 com virus
Cvs.
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A dependéncia do acaso da prova de  poténcia
em cobalas & evidenciada por si mesma, pois exige para apro
vagao das vacinas, proteg@o de 70% das vacinadas e morte de -
80% das testemunhas. A observacao da tabela I permite a com
provag¢ao do que afirmamos, quando vemos, por exemplo, que 35
provas deixaram de ser aproveitadas pelo fato de uma cobaia
testemunha nao ter morride (vacinas 012, 015, 0l6, 022, 025,
027, 038, 043, 048, 051, 053, 054, .058, 065, 071, 073, 084,
086, 087, 091, 102, 109, 111, 112, 114, 116, 122, 129, 154,
156, 166, 176, 180, 183 e 185). Se esta morte adicional hou
vesse ocorrido, o nimcro de testes aproveitados passaria de
110 (55,5%) a 145 (73,2%). O mesmo sc¢ pode dizer de 14 vaci
nas nac aprovadas porgue morreu uma cobaia vacinada a mais,
casos das vacinas 032, 057, 070, 076, 081, 085, 093,121, 140,
144, 175, 179, 190 e 192. Nao morresse uma destas cobaias em
cada prova, o nimero de vacinas aprovadas ascenderia de 58
(52,7%) a 72 (65,4%). Em situagdo idéntica estdo vacinas tan
gencialmente aproveitadas ou aprovadas, modificando-se total-
mente a situacgao se morresse uma cobaia a mais.

Importante argumento contra a prova em co
baias & dado por DEAN et al. (1964)3% e CaBASSO et al.(1965}°
que trabalharam com vacinas para caes, preparadas a partir de
cultivos celulares, as quais nac passaram no teste em co
baias, mas protegeram caes contra inoculagao de virus de pro
va. BROWN et al.(l967)l4 consideraram severo ¢ teste em co
baias e sugeriram fossem as vacinas no referido teste wutili
zadas a 1:20 da dose~cao e nao a 1:80.

Ainda na tabela I pode ser visto que en 60
dos 110 testes aproveitados, houve morte de todas as cobalas
testemunhas (100%), o que pode indicar excesso de virus usado,
impedindo correta avaliacao guantitativa. CARNEIRO (1952)18 -
da importincia 34 guantidade de virus e considera gque uma dose
de virus a ser utilizada na comprovagaoc deve matar somente 70

a B0 dos testemunhos.
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Os resultados da tabela II, criada com o obje
tivo de melhor avaliar a quantidade de virus utilizada, em -
tentativa para cdrrigir a falha apontada no paragrafo ante
rior, indicam claramente maior nimero de vacinas = aprovadas,
isto &, 31 em 50 (62%), em lugar das 58 em 110 (52,7%) da ta
bela I, embora com reducdo dos testes aproveitados, que fica
ram diminuidos de 110 a 50. Apesar desta restrigdo, os resul
tados sao bem mais aceitdveis, pois abrem a possibilidade de
quantificar o virus usado. ‘

Critica importante a ser feita ao nosso traba
lho & termos utilizado na maioria dos testes, sb 5 cobalas,
ao invés do minimo de 10 hoje recomendado pela OMS (1973) 88,
A este respeito DEAN & SHERMAN (1961)27 recomendaram o minimo
de 14 cobaias vacinadas e 10 testemunhas e IRAIROZ-LABARTA -
(1967)50 vinte vacinadas e igual nimero de testemunhas.

Em resumo, as dificuldades para se conseqguir
cobaias uniformes e a auséncia de regularidade para a reprodu
¢do da raiva em pelo menos 80% das cobaias testemunhas,confor
me verificamos em nossos resultados, reduzem o valor da refe
rida prova, ndo obstante as varias exigéncias e confirmagoes
da oMs (1966, 1973)%77 885 ge pran et al. (1964)3%. outros au
tores (PHILIPS, 1964°2, VALDES ORNELAS & ROLDAN DE  GORDON,
1965111, MERED & GLEDEL, 196976) referiram-se a dificuldades
encontradas para a realizagad do teste, além das  limitagles
citadas por DEAN & SHERMAN (1961)27 e DEAN et al. (1963)2°.0u
tras agravantes a estas criticas sdo o elevado custo das o
baias e a longa duracao do teste, que se prolonga até 42 dias, r

pelo menos.

Os resultados da tabela X evidenciam as difji

culdades de interpretagdo da prova de KOPROWSKI & BLACK -
(1954 a)67 em camundongos, pois as DL50 do virus foram muito
87

variadveis. O teste recomendado pela OMS (1966)° ' exige que a

vacina diluida a 1072 proteja 50% dos camundongos contra mor
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de todos os testemunhos, inoculados com a mesma dose fixa de
virus, ndo definindo qual a minima DLg, necessaria.  TORLONE
et al. (1963)109 melhor definiram a prova, exigindoc a = mesma
protec@o minima da diluigdo 10_3 da vacina, mas contra 20
DL g do virus desafio. Em nosso caso as variacgOes oscilaram -
de 1 a 31.250 DLSO nos 90 testes, o gque impossibilita, a ri
gor, gualquer estudo comparativo entre as diversas vaclnas.Es
te mesmo problema de variagdes nas DLg, de virus existe nas
provas de soroneutralizagao para a pesquisa de anticorpos con
1ra o raiva. B grande a importdncia desta variagao na gquanti
dade de virus usada, desde que doses crescentes de virus de
terminam indices de neutralizacado decrescentes para um mesmo
soro (KING et al., 196558, HRONOVSKY & BENDA, 197044,ANGEL$S“
CORTES, 19723). Este mesmo efeito foi pof nos verificado nos
testes de vacinas, como demonstram a tabela XII e o grafico
II, ou seja, maior a quantidade de virus empregada, menor o
titulo de protegao da vacina. Torna-se evidente a necessidade
do estabelecimento de um fator de corregao que possa permitir
reajuste dos resultados a valor unico, capaz de facilitar com
paragdes entre diferentes testes. Sao necessarias  pesquisas
com maior nGmero de animais e de testes repetidos para deter
minar este fator de correcao.

Com a finalidade de contornar os inconvenien
tes desta prova em camundongos, que acabamos de mencionar ,
procuramos realizar novo teste, em gue usamos guantidade fixa
de vacina (5%) e variamos a quantidade de virus na prova de
" confronto. Estabelecemos assim uma prova, cujos resultados
sao dados por Indices de protecgao, determinados em relagac -
aos animais nao vacinados. Tais resultados (tabela XIII) suge
rem estudos posteriores no sentido de determinar certo wvalor
gue permita julgamento eficaz para © controle das vacinés.Ta1 
valor, nas condig¢Oes de nosso trabalho, parece situar-se aci
ma de 1.000 DLg,. 2 Unica vacina gue atendeu plenamente as
exigéncias da prova em cobaias, que e a oficial, apresentou -
valor superior a 10.000 DLSO‘
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Nossos testes referentes ao Indice de prote
¢ao, evidenciaram boa reprodutibilidade. Sua grande vantagem
em relagio ao precedente (KOPROWSKI & BLACK, 1954 a)®’ & ofe
recer praticamente 100% de aproveitamento, desde que indepen
de das variagoes nas quantidades de virus de prova utilizadas.

A concentragao de vacina fixada para a imuni
zagao dos camundongos (5%) neste nosso teste para a determina
¢ao do indice de protecdo, foi totalmente arbitriria, empiri
ca, baseada unicamente na mesma indicaéa no teste em cobaias.

Outra prova em camundongos que utilizamos, e}
"Nylar test", enfrenta as mesmas dificuldades que a prova em
cobaias, pois a comprovagac realizada pela via IM, determina
falhas semelhantes. Com efeito, o aproveitamento deste teste
em nossas condigoes, limitou-se a 16 em 39, ndo ultrapassando
a 41%. Nossos resultados discordam dos referidos por SWEET
(1966) 195, VEERARAGHAVAN et al. (1971)%1€ & veeraraGHAVAN &
GAJANANA (1972, 1973)113'114. A principal critica repousa em
nao usarmos vacina de referéneia, com o que, talvez, poderia
mos usufruir de melhor aproveitamento. B possivel, por outro
lado, que este baixo aproveitamento tenha contribuido para
determinar a exclusao do teste dentre os indicados pela OMS
(1973) 88,

A prova de infecciosidade em camundongos  lac
tentes, de acordo com nossos resultados, permitiu o aproveita
mentc de todos os testes, em flagrante contraste com a prova
de poténcia em cobaias que s& admitiu a utilizacdo de 55% dos
testes.

Vantagens outras desta prova sobre a de potén
cia em cobaias, sdo seu custo reduzido e exigéncia de menor
periodo de observagdo para a leitura final.

Muito embora nao se constitua em prova para
a verificagao da capacidade imunizante da vacina, o teste de
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infecciosidade tenm sido sugerido como indicador de real valor

para a apreciagado preliminar de tal condicao (PHILIPS, 196492
VALDES~-ORNELAS & ROLDAN DE GORDON, lQGSlll,EL—SABBAN, 196631,
14 77

BROWN et al., 1967, MOHAMED et al., 1969 ). ¢

Nossos resultados (tabela Il mostram  estrei
ta associagdo positiva entre os titulos infectantes das vaci
nas e os correspondentes valores dos testes de poténcia em co
“baia.

Os resultados expressos na tabela VI indicam
que as vacinas com titulo igual ou superior a 103’5,passam no
teste em cobaias, o que encontra apoio na literatura (PHILIPS,
1964°%, VALDES-ORNELAS & ROLDAN DE GORDON, 196511 pEan, 1966
a26). A OM5S (KOPROWSKI, 1966)62 indica para as vacinas de bai

xa passagem (LEP),titulo de nao menos do que 1033

DL por
3,8 50

0,03 ml e sugere o titulo de 10 DLSO/O,OOB ml para libera
¢ao da vacina. A legislacao especifica brasileira {BRASIL, .
MINISTERIO DA AGRICULTURA, 1974)13 exige este mesmo titulo de
10°73/0,01 m1 para as vacinas HEP, OTT & CARLSON (1960) 57 opi
naram que nao had relagdo entre ¢ contefido de virus na vacina
e a prova de poténcia em cobaias e DEAN & SHERMAN (1961)27 a
firmaram que alguma relagac existe, mas seria desaconselhivel

total confiangca no teste de infecciosidade.

As tabelas VII e VIII também comprovam a afir
macao de que tlitulos maiores ou iguais a 103¢> DL;4/0,01 ml,
correspondenm 4 aprovagao das vacinas no teste em cobailas.

Reforcam ainda mals nossas demonstrac¢des, as
analises estatisticas aplicadas & tabela VIII, nio s a que
determina o valor do qui-quadrado, como também o tratamento e -

xato para tabela de contingéneia 2 x 2 de FISHER (1941)34,

Vemos ainda na tabela VIII gque das 33 parti

das com titulcs iguais ou maiores do que 103’5, apenas 3 fo
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ram rejeitadas, ou seja 9,1%. Casualmente poderiamos esperar
rejeigio em 35% das vezes se a vacina fosse boa ( probabilida
de de 70%). Logo, podemos supor que a capacidade de protecao
seja até maior do que 70%. As 3 {nicas partidas nao aprovadas,
como s observa na tabela II, vacinas nilmeros 085, 121 e 175,
protegeram 6 cobaias das 10 inoculadas. Se nac morresse uma
s0 das 4 cobaias, a vacina seria aprovada e, neste caso,todas

as vacinas com titulo igual ou mailor do que 103’5, preenche
riam a condigao minima exigida de 70% de protecio.
Consideramos valida, portante, a apreciacao

gque a prova de infecciosidade pode substituir a de poténcia
em cobalas. Este conceito tem ainda o aval dos dados da tabe
la III, referentes a reprodutibilidade do teste de infecciosi
dade. ‘ .
A prova de infecciosidade tem contra si, em al

gumas ocasides, um lado negativo, ou séja, ocorrem mortes i
nespecificas diversas entre os camundongos lactentes inocula
dos, antes mesmo de concluida a leitura final no prazo de 15
dias. Podem morrer ate todos os lactentes da mesma ninhada,
inoculados com determinada diluigao da vacina, o que pode le
var & inutilizagdo e consequente obrigatoriedade de repeticao
do teste. Tais ocorréncias, apesar de nio abordadas antes nes
te nosso trabalho, pois nao se enquadravam em nossos objeti
vos, merecem especial referéncia pela sua importdncia. No sen
tido de tentar superar ou minorar esta face negativa da prova,
& que introduzimos a técnica de imunofluorescéncia para a de -
terminagao do titulo infectante nos camundongos lactentes. A
aplicagao da técnica dos anticorpos fluorescentes 3 amostra
Flury do virus da raiva, ji havia sido realizada por  SCHAAL
& KLEIKAMP (1967)95, porém utilizando camundongos adultos e
virus de baixa passagem. Outros autores (KAPLAN, 196656, PILO
~MORON ot al., 196793, ATANASIU et al., 19595, BAGNAROLI et
al., 19707 e MARKSON et al., 197173), por sua vez, recomenda
ram ou empregaram a prova de imunofluorescéncia em  camundon

gos lactentes, sacrificados apds a'inoculagao IC de amostras
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do virus rabico de rua, com finalidades diagnbsticas,concluin
do que a revelagao do antigeno rabico pela fluorescéncia pre

cede 05 sintomas da raiva nes animais inoculados.

A associacgao entre a revelacao do virus Flury
pela imunofluorescéncia e o sacrificio dos camundongos inocu
lados, antes do aparecimento dos sintomas da raiva,constituiun
a modificacao por nds propésta para a titulacac do virus,para
lelamente e/ou em substituicao ac método da observacgao dos
sintomas e conseqliente morte durante o periodo de 7 a 15 dias,
A tabela IV demonstra o paralélismo entre os dois métodos de
titulacac. BRANCHE et al. (1970)10, estudandoc o virus rabico
em cultivo celular pela imunofluorescéncia, afirmaram haver
sempre relacdo, paralelismo, entre o nimero e © tamanho das
inclusoes citoplasmaticas fluorescentes e o titulo infectan
te, enquanto ILYASOVA & KLUYEVA (1969)49 concluiram que os ti
tulos infectantes obtidos em camundongos e em cultivos celula
res foram semelhantes, mas, os revelados pela imunofluorescén
cia foram inferiores. '

A reprodutibilidade da determinacao do titulo
infectante pelo critérioc de morte dos camundongos inoculados
e positividade 3 fluorescéncia dos camundongos sacrificados,
antes do aparecimento dos sintomas, esta demonstrada plenamen
te, em paralelo, pelos resultados expressos na tabela V. Os
titulos obtidos por ambos os métodos, praticamente se  supex
poem, mas o coeficiente de variabilidade da técnica de  anti
corpos fluorescentes & mMenor do que o critério morte dos ca
mundongos, O que nos d& garantia de sua maior precisao.

Portanto, tais resultados revelam que a morta

lidade dos camundongos inoculados, estad efetivamente associa
da 3 multiplicagao viral revelada pela imunofluorescéncia.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

CONCLUSODES.

HA estreita relacdo positiva entre a prova de poténcia em
cobaias e os titulos infectantes em camundongos lactentes,
das vacinas anti-rabica Flury HEP,

0 titulo infectante igual ou superior a 1037

ﬂLSQJQ.Ol w1
em camundongos lactentes, fornece indicagac para a aprova

¢ao destas vacinas no teste em cobaias.

0 requisito minimo da prova de poténcia em cobaias, que e
xige morte de 80% a 100% dos animais nac vacinados, par&ba
excessivo e poderia ser substituido por critério que ado
tasse morte de 80% a menos do que 100%, permitindo assim -
melhor avaliagao.

O critérioc de julgamento das provas em cobalas, baseado na
diferenca de 50% de protegac entrc animais vacinados e teg
temunhos, parece mais valido gue o oficial, cujos requisi
tos sdo 80 a 100% de morte dos testemunhos e protecao de
70% dos vacinados.

0 teste de poténcia em camundongos, em gue se utiliza a
inoculag¢ao intracerebral de diluicoes da vacina, frente a
desafio com dose fixa de virus de prova, apesar das limita
cBes decorrentes das variagdes quantitativas do virus em
pregado, encontra correspondéncia com a prova de infeccig
sidade em camundongos lactentes.

Vacinas com titulos infectantes iquais ou malores do que

103’53L50/0,01 ml em camundongos lactentes, passam, em ge
ral, no teste em camundongos de ROPROWSKI & BLACK.
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8)

9}

10}

11}

12}

Existe estreita relacao negativa entre a guantidade de vi
rus de prova e os titulos de protegao das vacinas, no teste
de poténcia em camundongos de KOPROWSKI & BLACK.

0 emprego de novo teste de eficiéncia (poténcia) em camun
dongos, inoculados pela via intracerebral com dose fixa de
vacina, variando~se a quantidade do virus na comprovagao @&
vidvel e permite ¢ aproveitamento total dos testes.

Vacina aprovada neste novo teste em camundongos, tambem )
foi nas demals provas de poténcia, assim como apresentou tl
tulo infectante igual ou maior do que 103’5 DLSO/0.01m1 em

camundongos lactentes.

0 tituloc infectante das vacinas pode ser determinado pela
técnica de anticorpos fluorescentes, através sacrificio pre
coce dos camundongos lactentes inoculados.

0 titulo infectante em camundongos lactentes, obtido pela
imunofluorescéncia, nao difere significativamente do resul
tante do critério morte apds apresentagdo dos sintomas da

ralva.

O "Nylar test" em camundongos estd sujelto a muitas limita
¢Bes e apresenta baixo indice de aproveitamento em relagao

aos demais.

k]
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"ADENDUM"

Nosso trabalho ja estava em impressao, quando
percebemos que haviamos omitido em nossa literatura, dois im
portantes trabalhos de dois insignes pesquisadores brasileli
ros, Drs. Renato Augusto da Silva e Raymundo G. Cunha, referen
tes a vacinas anti-ribica e respectivos testes de poténcia.

Esta ressalva, mesmo inadeguadamente colocada,
se impde, nac sd pelos proprios trabalhos em si, mas principal
mente porgue nao nos cabia o direito de cometer tal omissao,
visto sermos discipulo direto do primeiro e indireto do segun
do.

SILVA {(1965) comparou o comportamento de vacina
anti~r&bica Flury HEP em testes de poténcia em cobaias e bovi
nos, paralelamente, encontrando resultados favoraveis em ambos
0s testes, com protegao total dos bovinos aos 40 dias  contra
mortalidade de todos os testemunhos. Provas de soroneutraliza
cao revelaram altos titulos em anticorpos nos soros dos bovi
nos vacinados. .

SILVA & CUNHA (1973) demonstraram que: 1) a va
cina "Formidogel® nao protege camundongos no teste de Habel,
apesar da prova em cobaia ser satisfatdria; 2) vacinas de cére
bro, inativadas pela betapropiolactona e adsorvidas em hidrdxi
do de aluminio demonstraram proteger camundongos vacinados pe
la via intraperitonial no teste de Habel e cobaias imunizadas
pela via subcutdnea e 3) vacinas inativadas pela betapropiclag
tona e adicionadas ao hidrdxido de aluminio mostraram poder
imunizante satisfatdrio em camundongos vacinados pela via‘ sub
cutdnea, prova esta criada pelos autores.

6},.
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TABLLA I - Provag de infecciostdade em comundongos lactentes e de potncia em ¢g

baias, de vacinas anti-rabica Flugy HEP, Sdo Paulo, marc:
novembhro de 1972,

VACYNAS PROVA DE POTERCIA EM COBAIAS
Vacinadas Testemunhas virug Resultado
e | Titulo s M/T ¥¥ Protegio % | M/I ++ Mortalidade %

001 1,39 6/10 40 4/5 89 M,55/60 R
002 2,00 4/8 %0 5/5 100 M.95/60 R
003 2,00 7710 30 /5 80 M.95/60 R
004 2,00 9/10 10 575 100 M.95/60 R
005 2,00 0/10 100 1/5 20 M.95/60 ?
006 2,00 8/10 20 4/5 BO M.95/60 R
oo7 2,00 14/14 o] 10/10 100 cvs R
008 2,12 5/140 i0 4/5 80 cys el
009 2,13 2/10 80 0/5 o] ovs ?
0lo 2,23 5/13 3l 5/10 50 CVs ?
011 2,36 7/9 22 3/6 50 CVs 7
012 2,39 5/10 50 577 7% cvs ?
013 2,40 10/16 1] 5/5 100 M.95/60 R
014 2,50 1/9 22 5/5 100 M.85/60 H
015 2,50 3/9 66 5/7 7L Vs ?
016 2,57 4/9 55 5/7 71 ovs ?
017 2,58 10/10 ] 9/10 90 s ]
018 2,58 2/9 77 3/6 50 M.95/60 ?
019 2,59 8/10 20 5/5 100 ™M.95/60 R
520 2,68 16/10 [ 575 169 M.95/60 ]
021 2,68 15715 0 8/8 1900 cvs R
022 2,74 5/10 50 476 66 M.65/60 7
023 2,74 4710 60 3/6 50 cvs 7
924 2,86 6/10 40 4/5 80 M.95/60 R
025 2,86 6/10 40 - 4/6 66 M,95/60 ?
026 2,87 &/8 25 9/10 :14] M.95/60 R
027 2,89 5/10 50 375 60 Ccvs ?
028 3,00 7/9 22 4/5 80 M.95/60 7
029 3,060 6/10 49 5/5 100 ¥.95/60 R
030 3,04 10/10 [ 5/5 100 M.95/60 R
031 3,00 4/9 55 5/10 50 M.95/60 ?
032 3,61 4/10 60 8/10 80 M.37/60 R
333 . 3,10 /10 30 5/8 100 Cvs R
034 3,10 6/8 25 ‘ 9/10 80 cvs R
035 3,14 0/10 100 1/5 20 M,95/60 7
¢i6 3,17 a/10 190 3/6 50 cveE ?
437 3,17 /9 23 4/5 80 M.95/60 R
038 3,18 3/9 66 3/5 60 Vs ?
039 3,18 5/17 28 9/10 90 cvs R
040 3,23 6/10 40 . 3/8 50 M.95/60 ?
041 3,24 6/10 4G 5/5 100 cvs R
042 3,234 i/15 93 4710 40 cvs ?
043 3,24 4/8 50 577 71 Vs 7
o444 3,24 9/15 40 9/10 %0 cys R
045 3,26 /7 0 11/11 100 cvs R
046 3,27 7/10 30 10/10 100 M.9%/60 R
, 047 3,28 i/8 62 8/8 100 Vs R
048 3,28 5/11 54 1710 70 M.95/60 ?
049 3,29 7/10 30 2/5 40 M.95/60 7
050 3,30 4/9 55 6/9 66 M.95/60 7
051 3,30 2/10 80 3/5 60 M.95/60 7
052 3,31 8,12 35 11/11 100 cvs R
053 3,33 6/10 46 4/6 66 M.95/60 ?
054 3,33 5/9 44 5/7 71 ovs ?
055 3,33 10/%% 9 10/10 100 cvs R
056 3,35 10/10 0 11/11 160 v R
057 3,37 4/10 60 4/5 80 M.95/60 R
058 3,38 5/% 44 4/5 80 cvs 2

0,8 i0g¢ 3/5 60 M.95/60 ?
059 3,39 8/12 34 9/10 50 Cvs R
[1F:1+] 3,40 3/10 i 3/6 50 Vs ?
061 3,42 16/15 33 8/8 100 cVvs R
062 3,42 0/10 100 0/5 +] cvs ?
063 3,42 0/10 100 4/5 80 M,95/60 Ap.
064 3,47 1/9 89 5/5 100 M.95/60 Ap.
085 3,47 2/10 #0 3/5 60 cvs ?
066 3,48 8/10 20 575 100 cvs R
067 3,48 3/10 0 10/10 100 Vs Ap.
G68 3,50 0/10 100 0/5 L] Vs ?
069 3,50 2/10 Bo 4/5 80 CVsS Ap.
070 3,50 4710 60 5/5 106 #.95/60 R
071 3,50 2/10 B8O 3/5 60 cvs ¥
o2 3,50 2712 a4 5/8 62 (a3 ?
nia 350 #4710 100 am i3] [l 7
[INE] Sl LY R L LV i M, un/00 LI
0758 3,50 /16 Gt &/5 Bo [T Ap.
076 3,50 4/10 60 10/10 1040 M.95/60 R 6"
077 3,50 0/1¢ 100 2/5 40 M.85/60 ? e




IABELA I - Provas de infeceiosidade em camundongos lactentes e de poténeia em ¢o
balas, de vacines anti-rabica Flory HEP, Sap Panlo, marce de 1360 &
novenbro o 1972. {continuacao)

VACIRAMS PROVA DE POTENCIMA EM COBAIAS
N lenlo® Vaainaday Teatomnhas ¥iyus Resultado
AL &4 Protagio % M/I #% Mortalidade %
478 3,54 0/14 100 875 100 M. 95760 Ap.
478 3,56 1/10 20 1/5 20 ovy 7
380 3,56 /10 100 4/5 80 ove Ap,
081 3,57 i/e 66 575 160 s R
082 3,57 0/14 L0G 575 160 M.85/60 Ap.
ug3 3,57 0/14 loo 3/190 30 M.95/60 7
084 3,58 a/10 100 3/5 3] M. 95/60 ?
085 3,60 4718 80 9/10 80 v &
0as 3,81 310 T 3/5 50 oVE ?
087 3,62 9710 inn 3/5 &0 Vs ?
088 3.62 5/15 100 4/10 49 Vs 7
089 3,62 1/15 93 4/5 BO Vs Ap.
089 3.66 2/10 g0 9/10 49 [aath] Ap.
091 3,66 2/12 84 kY2 234 W8 7
052 3,66 3/10 70 2/5 49 VS ?
{33 3,65 4/10 (14 5/5 169 M.95/60 R
094 3,69 /10 56 5/5 100 M.95/60 24
085 3,69 2/10 BO 1/5 20 Ve ?
ho}:1:3 3,69 2/10 8 4/10 a0 cvs 7
0e7 3,69 110 oo /5 a M. 05760 ?
098 : 3,70 G/10 Lae G/9 100 M.37/60 Ap.
099 3,00 0/10 Lo 1/5 20 M. 95/60 ?
100 2,73 /10 100 4710 40 M.37/60 ?
101 3,7k 1/10 HY §/5 e ¥.95/60 A
102 3,75 /12 104 3/5 B0 M,95/60 7
103 3,70 1/12 %51 i/10 16 LVS ?
i04 3,79 3/11 T2 1/10 1¢ CVe ?
145 3,80 272 B3 5710 50 M.95/60 ?
106 3,80 ¢/10 1040 3/10 30 M.95/60 ?
107 3,480 /10 50 5/5 100 M.95/60 Ap.
La8 3,82 2730 ;1] 4/5 14] M.95/60 Ap.
109 ’ 3,83 1/10 99 3/5 66 M.95/60 ? %
110 3,86 £0/% 100 4/% a0 M.95/60 Ap.
F11 3,87 /12 75 : /5 [14] cvs ?
112 3,87 G/L0 100 /5 60 M.95/60 ?
113 1,88 Azi0 10 a/s a0 M.25/60 Ap.
114 3,89 6/10 Lo a’ss 60 Vs ?
115 3,89 /10 9C 5/58 e M.95/60 Ap.
116 3,85 L/10 440 3/5 60 ¥.95/60 ?
117 3,09 2/10 8c 4/5 ae M.95/60 AR
=118 3,90 4/9 56 10/10 100 M.37/60 R
119 4,00 3/10 70 B/5% 100 M.95/60 Ap.
120 4,00 0/10 100 1/5 20 M. 95760 7
121 4,00 4/%0 a0 £/5 [:14] HM.95/60 E
122 4,00 2730 80 345 60 oVE ?
123 : 4,00 2/10 BG 575 108 M,95/60 Ap.
124 4,00 2750 860 5/5 1au M.95/60 Ape
- 125 4,00 0/10 140 1/5 20 M.35/60 ?
126 4,90 3/10 7o 5/5 100 M.95/60 Ap.
127 4,00 G/L0 100 4/5 4] M.25/60 ?
- 0/10 100 278 40 cvs ?
128 4,00 /30 0 9/10 oG cvs Ap.
129 4,03 G0 o0 /8 T ¥.37/60 K
130 4,01 0/10 1406 5/5 100 M.37/60 Ap.
131 4,08 G/L0 140 3710 kil M.25/60 ?
132 4,03 G/i0 100 a/5 L:14] M.9%/60 Ap.
133 4,10 2/311 [i83 9/10 :14] [atd] Nty
134 £, 1% a/k% we n/160 f evil ?
135 a,12 8/L0 me /% 0 CVE ?
136 4,14 3/14 78 4/5 a0 [8atE AR
137 4§, 15 2011 53 5/% 106 - M. 85/60 AP
138 5,18 L0 80 5/L0 ag M.37/60 Ap -
139 4,1% 2710 BG 3/5 BO M. 95760 Rp.
140 4,18 4/10 &0 5/% 1040 CVS R
141 4,19 G/10 LoG 278 44 fmtic 7
142 4,1% a/L0 oo 2,5 49 ovs ?
143 8,19 L0 BO 5/5 100 M. 95/60 hp. ®
144 4,19 3/9 £6 545 164 OVE R
145 4,20 G0 143 3/10 30 M.85/80 i
146 ¢ §,22 0712 1006 373 42 CYs 7
14% 4,24 1/8 8y 875 169 M.95/60 Ag
148 4,24 0/10 100 1/5 0 M.95/60 ?
149 - .24 09 144 178 20 M.35/60 ?
150 4,24 3710 kit 5/5% 160 ows Ap.
151 4,24 1730 30 4/5 80 {LVE Apre
152 4,24 313 i5 545 100 VS Ap.
153 §,32 0/50 160 555 160 UYs ? 6)50




TARELA X »~ Provas de infecciosidade om gamundongos lactentes o de potfncia cm eo

balaz, de vacinas anti-vablca Flury HEP, Bag Paulo, I

novembro de 1972,

{eontinuagao

]

VACINAS PROVA DB POPENCIA EM COBAIAS
ne T1tulos Vacinadas Testemunhas virus Resultado
M/1 #* Protegio M/T 4 Mortalidade %
154 4,33 a/1e TG 1/5 [ cvs 7
155 4,35 1714 14 4/7 57 M,95/60 ?
156 4,37 2710 80 6£/8 75 M,85/60 ?
157 4,37 0/10 300 0/5 Q M.95/60 ?
158 4,39 1710 30 4/5 8o M,35/60 Ap.
159 4,40 G/ 100 0/% 0 M.95/60 ?
160 4,41 0411 a0 4/5 BO Cvs Ap.
161 4,42 3/10 TG 575 100G M.935/60 Ap.
162 4,42 2/10 100 G/5 G M.25/60 ?
G/L0 100 275 40 Vg ?
163 4,47 8/10 L) 5/5 106 ovs R
164 4,42 0/10 o0 5/5% 160 [aatid Ap.
165 4,43 1/% 88 4/5 80 Vs Ap.
166 4,43 /9 100 3/5 50 cvs ?
167 4,47 2/15 85 8/10 80 cvs Ap.
168 4,47 1/15% 94 5/% 100 s Ap.
169 4,49 3/1% 80 4/5 80 M.95/60 Ap.
170 4,49 078 100 5/5 o0 ¥.95/60 AP«
171 4,50 0712 106 4/5 80 M.95/60 Ap.
172 4,50 /14 92 575 100 M.95/60 Ap.
173 4,30 /10 100 575 100 M.95/60 Ay
174 4,50 0/% 100 /5 20 M.95/60 ?
175 4,50 4/10 &0 4/5 820 M.95/60 R
176 4,50 6/10 100 3/5 60 M.95/60 ?
1717 4,50 2/10 B 5/5 100 M.95/60 Ap.
178 4,50 /18 qu 4/5 B0 M.95/60 Ap.
179 &, 50 4500 60 10/10 160 cvs R
i8¢ 4,50 1/10 94 3/5 60 (4] ?
181 4,50 1R 100 475 B0 Vs AP,
is2 4,50 i/12 96 i/5 80 cvs Ap.
183 4,50 2710 a0 375 [0 Vs ?
184 4,50 1/10 a0 1/5 20 ove k4
185 4,50 0/10 100 /5 69 M,95/60 ?
j3:1.1 4,50 3710 n 5/5 160 {vs Ap.
187 4,50 57149 50 5/5 180 [o4'3:1 R.
188 L 14 0/13 189 3/7 a2 Vs ?
189 4,51 0/10 190 4/5 80 K.95/60 Ap.
190 4,59 3/9 &7 5/5 100 cvs R
191 4,66 0/8 100 0/5 0 M.35/60 ?
. 0/8 100 2/5 40 cve ?
192 4,66 4/11 63 5/% 100 (a4 R
193 4,68 a/8 100 5/5 100 M.95/60 Ap.
194 4,83 0710 100 4/5 80 M.25/60 Ap.
185 4,85 /10 90 5/10 50 M.95/60 ?
196 S, 00 0/10 100 q1 477 57 M.95/60 ?
197 5,00 1/10 G4 475 BO M.95/60 Ap.
is8 5,10 0/10 1604 /5 i ovs ?
+ Bxpresaso em log, hage 10, da DL 0/0,01 mi, intracerebral, camundongos
lactentes, caleulado pelo matodd de Reed & Muench.
#+ B/E 1 Nimero de cobalas mortss/nimero du cobaies incculadas,
R i Reprovada
Ap. @ hprovada
7 3 Resultado indefinido, porgue ndo atendide o eritéric minimo de 80%
de morte das cobalas nao vaclnadas.
¢v8 : "challenge wirus standard™ ~ amostra de virus fixo.
M.95/60 : Amostra de wirus igolada de bovino.
M.31/60 : Amostra de virus isolada de cBo.



TABELA i1 ~ Vacinas a

ntirrabice Flyry HEP: Titu

los infectantes

tentes e proves de pobsnels om cobalag, ouis

en_canundonqgog lﬁs

£omun Ltuou-ge entre B0 b--100%, Sao Paulo, marco de 1960 a_ novepq

bra
VACINAS PROVA DE POTENCIA £M COBAIAS
# Vacinadas Testemunhas Resultado
ne Titulo % de protegdo % de mortalidade
00% L,39 44 80 )
003 2,00 14 84 R
006 2,00 20 80 R
008 2,12 i0 80 R
0L7 2,58 9 90 R
024 2,86 49 290 R
026 2,87 25 40 R
028 1,00 32 80 R
012 3,01 60 bitel R
034 110 25 30 R
037 3,17 il B0 R
03% 3,18 28 44 n
D44 3,25 40 40 R
057 3,37 0 1:34] R
458 3,38 44 8o R
059 3,39 34 30 R
063 3,42 100 80 Ap.
069 3,50 80 80 A
074 3,50 150 80 Ap.
075 3,50 90 BO Ap.
980 3,56 1o 80 Ap -
085 3,60 50 50 R
a8 3,62 93 B0 Ap.
020 3,66 80 %0 Ap.
101 Je71 70 BO Fi3:
168 3,82 ikl 1o Ay
110 3,06 1a0 1] Ap,
113 3,88 70 80 Ap.,
117 3,89 aa 80 Ap.
121 4,00 60 80 R
128 4,006 70 20 Ap.
132 4,03 160 80 Ap.
133 4,10 83 90 Ap.
136 4,14 T8 80 Ap.
138 4,18 an G0 Ap.
139 4,19 B0 80 Ap.
151 4,24 80 BY Ap.
158 4,39 an 80 Ap.
160 4,41 100 B0 Ap.
165 4,43 88 a0 Ap.
167 4,47 86 8O Ap.
169 4,49 80 Bh Bp.
171 4,%49 100 BO Ap.
1715 4,50 650 80 R
178 4,50 G0 8 Ap.
181 4,50 leo B0 Ap.
182 4,50 96 Ba, A
189 4,5) 180 80 Ap.
194 4,83 160 B AL
187 5,08 g0 80 Ap-

# Lxpresso em loy, base 16, d

& Dl

gos lactentes, caleulado pelo m

Ap.: Aprovada

R.: Reprovada

i

/6,01 ml, intracerebral, camundon
odo de Reed & Muekch.

67.



CABELA XIE - Titulos infectanteg obtidos Mmagwmumwm

fentes, de 2 vacinas angl-rabica Flupy HEP, aleatoriamente pegolbidas.

g_o Paulo 197

VACINGA

A B
Titulos infectantes em 2,63 3,33
camundongos lactentes, 3,00 2,89
expressos em log, base 3,19 3,19
10, da DLSGIO,OI ml, 2,62 3,13
calculades pelo método 3,00 -
de Reed & Muench 2,71 ~
Média aritmética 2,858 3,135
Pesvie padrio 0,237 6,18
Coeficiente de variabi
iidade de Pearson (%) 8,3 5,9
Erro padrac da média 0,097 0,09

=
iz
+

TRRELA IV -

|

it]
]
gl

|

=]
]
(&1

|

*lury HEP
i

xlos infectantes em camundongos 1actentes, de diferentes vacinas agti«;&&;

13 undo doisg tratam nkog: m

VACINA

T

RATAMENTO

[

L]
L]
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PRI B R NP DI RN
=
L

w3
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£ R A3 I B BRI RS R RE B L L3 Ll Wb Gl 8 L b L L2 L2 W W

e T T T O e T

NN ARND DI BDO O s ST R

~3
*

- o

22 RS A B DD B L B0 L Lo L Lar L0 Lol L L L) B0 W3 W2 G o L L

I

MU AR RO RWOONNWNNSARNG NN

Média aritmitioca

3,08

3.17

» Titulos infectantes, expressos em log, base 10, da DL
rebral em camundongos lactentes,calculadoa pelo metodg

¢/0: 01 ml, inoculagdo intrace-
de Reed & Muench.



TABELA ¥ - Titulos infoctantes em _camundongos lagtentes, da mesina vacina anti-ribica Fiy

ry HEP em se

s ropligad, sequndo dois diferentes bratamentos: Y - morts dog g

mundongos e

§3o_Paulo; 1974,

11 ~ Imunofluorescéncia dos gerebros de camundongos sacrificagdos,

REDPLICA TRATAMENTO
ne I 1T
1 4,66" 4,24%
2 3,66 4,10
3 3,66 4,10
4 4,68 4,51
5 4,66 4,24
6 4,00 4,26
Média aritmética 4,21 4,24
pesvio padrio 9,50 0,149
Coefjiciente de variabilidade de Pearson (%) 11,9 3,5
Erro padri3o da média 0,223 0,067

# Expresso em log, base 10,da DL../0,0) ml, inoculagio intracerebral em camundongos +
ad ;

lactentes e calculado pelo mét

o de Reed & Muen

ch.

TABEEA VI - Vacinas anti-rdbica Plury BEP: condicao de apyovagho na prova de poténcia em
£

gobaias, sequndo os titulos infectantes em camundongos lacte
absoivtas e acumala a0 Paul m
- Freguénclas absolutas [Fraguénclas acumuiadaﬁ

TiTuwo Aprovadas | Reprovadas {Aprovadas Heprovadas
1,30 b= 1.60 o 1 o 19
1,60~ 1,90 1] 0 4] i8
1,904 2,20 [+] 3 & 18
2,20 2,50 4] 0 ] 15
2,50 b~ 2,80 o 1 0 15
2,80k~ 3,10 1] 4 1] 14
3,104~ 3,40 0 7 a ic
3,40k~ 13,70 7 1 7 3
3, 76— 4,00 5 1] 12 2
4,00k 4,30 7 1 19 2
4,30~ 4,60 10 1 29 i
4,60 b= 4,90 1 1} 30 0
4,90 5,20 1 0 i 0

¢ Expressc em log, base 10, da DI

lactentes e calculado pelo métogg de Reed & Muench,
Obs.: Esta tabela foi construlda com dados da tabela JI.

/0,01 ml, inoculagio intracerebral em camundongos

69,



TABELA VI1 -~ Varinas anti« xahica Flury HEP, ralaciona

das na tabela I, segundo o titulo g

\\\Mi =3,5 “3.5 Total
Condigao

Aprovadaas 55 3 38

Reprovadas 16 36 52

Total 71 39 116

¢ Expresso em log, base 10,DL

/0 01 mi, e resultante da inoculagdo intracerebral de ca
mundongos lactentes, sendo 3

cileulo efetvado pelo método de Reed & Muench.
xz (qui-gquadrado) = 46,40

TABELA VIIX - Vacinas anti-ribica Flury HEP, relacionndas na tabela I3, QPqundo o titule
infectante em camundongos lactentes o a condigso no teste de potencila om £q
baias,

Titulo * N
Condigio =*3,5 3,5 Total
Bprovadas 30 1 31
Reprovadas 3 16 i9
Fotal . 33 17 50

» Expraesso em log, base 10.DEL

/0 01 ml, e resultante da inoculagio intracerebral de ca
mundongos lactentes, sendo g

clleculo efetuado pelo método de Reed & Muench.
x2 {qul-gquadrado) = 30,91

TARELA IX - Vacinag anti-rabica Flury HEP, segundo o tltulo infectante em camundongos lac
tentes e a condicac de aprovacao no teste de potencia em cobalas, determi ada

pela diferenca de 50% entre ag mortalidades dos gqrupos controle o vacinado.

qﬁﬁh“ﬁmﬁ : Miule ¥

Condigdo 23,5 £3,5 Total
Aprovadas 65 : 5 74
Reprovadas 2 34 36
Total 71 39 11¢

# Expressc em log, base 10.DL../0,01 ml, resultante da incoulagdo intracerebral de ca
mundongos lactentes e calcuig

do pelo método de Reed & Muench.
x° (gui-quadrado) = 77,58

Cba.:Esta tabela foi elaborada com os dadoes da tabela .



PABELA X ~ Yacinas anti-rébiea Flury LB provas de infescciosidade em scamundongos iac
i e du poténgis en cobaias_e_em capundeayes adultes (K O X B O W S.KI
LAGCK, 1954 a). Sac Pawlo, marco de 1360 a novembro de 1972,

VACTNA PROVAS DE POTRENCIA
N9 Titulo'] CODBATIAS CAMUNDONGOS
Vacinadans Testemunhas | Virus (Dlg,) Log (P #+}  Resultado
Protegio % Morte %
006 2,00 20 80 18 960 1,2 R
607 2,60 0 100 316 1,0 R
6he 2,17 ace o i 2,0 R
010 2,23 31 50 199 1,1 n
011 2,36 22 50 100 1,0 a
012 2,39 50 : 71 1 585 2,0 ®
015 2,50 66 71 1 GRS 1,5 o
018 2,57 55 : 1 1 GRS i,6 R
417 2,58 o o0 160 1,0 R
018 2,58 77 50 1 000 2,3 R
02y 2,68 0 100 100 1,3 it
022 2,74 50 66 3 9R2 1,2 R
623 2,74 60 50 100 1,0 ®
025 2,86 40 66 3 982 2,1 i
033 3,10 30 100 316 1,3 ®
034 3,10 25 90 316 1,9 R
036 3,17 10 50 100 1.5 R
039 3,18 28 %0 316 1,13 R
041 3,24 33 100 39 1,4 R
047 3,24 93 40 63 1,2 R
043 3,24 50 71 1 585 1,8 R
044 3,24 40 90 3%. 1,2 R
045 3,26 o 100 63 L 2.4 ®
047 3,28 62 100 19 : 2,0 bp.
052 3,31 35 100 63 I 2,2 R
0531 3,33 40 66 3 982 ; 1,3 &
054 3,33 44 71 1 585 : 1,60 Y
055 3,33 g 100 1 000 1,0 R
056 3,35 0 100 63 2,2 R
6%3 3,139 34 90 8 2,6 R
661 3,42 13 100 166 2,2 R
062 3,42 100 0 15 1,8 R
070 3,50 60 100 1 060 2,6 R
071 3,50 80 &0 B3 3,5 Ap.
872 3,50 84 62 419 2.4 R
073 3,58 160 80 "10 3,0 Ap.
081 3,57 66 100 39 3,2 Ap.
085 3,60 60 90 316 2,4 R
086 3,61 70 60 125 2,4 R
057 3,62 100 60 ©o1e 2,9 R
688 3,62 100 40 63 2,8 R
08% 3,62 93 80 198 2,6 R
090 3,66 80 90 31 2,8 R
091 3,66 B4 60 79 3,5 Ap.
096 3,69 80 40 63 2,5 R
103 3,79 91 10 125 2,0 R
104 3,79 72 i0 125 2,8 R
109 3,83 90 60 3 163 2,5 R
ill 3,87 5 60 631 2,3 R
114 3,89 100 60 10 3,0 Ap.
115 3,89 90 100 316 2,9 R
116 3,89 90 60 3 163 2,6 R
123 4,00 a0 100 31 630 1,8 R
124 4,00 80 100 31 630 2,3 R
1726 4,00 76 100 316 3,5 2p.
127 4,00 100 : 0. 100 3,4 Ap.
128 4,00 76 ! 39 63 3,0 Ap.
132 4,03 169 : 80 31 5,0 Ap.
133 4,10 81 | 90 31 2,8 R
134 4,11 100 i 0 63 3,3 Ap.
135 4,12 100 i 0 1 3,8 Ap.
144 4,19 66 ] 100 199 2,8 R
146 4,22 160 : 42 3L 3,0 Ap.
145 4,24 100 I 20 10 3,0 Ap.
150 4,24 70 | 100 316 3,3 Ap.
153 4,24 90 : 80 31l 4,0 Ap.
152 4,24 75 100 398 3,2 Ap.
187 4,37 100 D 125 3,2 Ap.
159 4,40 106 ! 15 R20 3,2 Ao,
166 4,41 80 30 56 1,1 Ap.
161 4,42 70 160 316 3,5 Ap.
162 4,42 100 0 108 2,8 ]
163 4,42 50 100 316 2,8 ]
164 4,42 100 100 100 3,0 Ap.
165 4,43 88 80 31 3,8 Ap.
166 4,43 100 60 10 3,4 Ap,
167 4,47 86 BO 316 2,6 R
168 4,47 94 160 : 12 3,3 Ap.
169 4,49 80 80 251 3,0 Ap.




ZDBELA X ~ Vavinas anti-rdbieca Flury HEP: provas de infecciosidade em camun@gﬂggﬁ_lﬂ&
ten es e de gatencia em_cobalas e em camundongggmQéui&gﬁ.lj_ﬂ_ﬂﬁﬁmgw_,ﬁ—ﬂ

Sac Paull arco de 1960 Vemhy
VACINA PROVAN DE POTENCT A
N¢  Tltulo? COBAZIAS CAMUNDONBOS
Vacinadas Testemunhas virus (DlLg,) Log (DPg#+) |Resultado
Protegac § Morte %
18t 4,50 100 80 31 3,3 Ap.
162 4,50 96 80 2l 3,3 Ap.
183 4,50 80 60 a3 1,0 Ap.
184 4,50 50 20 25 3,0 Ap.
185 4,50 100 60 3 163 2.4 R
186 4,50 76 100 1 585 3,0 Ap.
187 4,50 50 100 1 585 3,0 Ap.
193 4,66 100 8 100 3,2 Ap.
192 4,85 63 100 19 3.8 Ap.
195 4,85 9 50 10 4,0 Ap.
198 5,10 100 o 125 2.7 n

* Expresso em log, base 10,0L.,/0,0Ll mi, resultante da inocnlacdo 1ntracerahral em
camundongos lactentes e caigglado pelo método de Reed & Muench,

## DPe, = Dose de protegdo 50% dos camindongos vacinados, via intracerebral; estd re-
presentada pelo logy, DLg,/0,03 mi, Todos os tltulos calculades pelo método
de Reed & Muench.

R = Reprovadas
Ap. = Aprovadas

Nota: © requisito para aprovaggg & que a DP., seja igual ou maior do que 3,0, isto
+ A vacina dilulda a 1 dave proteagr 50% dos camundongos.

wd

n



TABELA XI ~ Vaginas anti-ridbica Flury HEP, relacionadas na tabela X, sequndo o £itulio 1n
fectante em camundongos lactentes e a condicao de aprovacao no teste de poten
gla em camundongos adultos (KOPROWSKL & BLACK, 1334 8).

o Y e e
e Titule 13,5 £9,5 Total
- "“_*'""--\.

Condigao e

Aprovadas 34 1 g 35

Reprovadas 24 31 55

Total 58 32 90

¢ Representado peloe log, base 10, DL.,./0,01 ml, resultante da inoculagac intracerebral em
camundongos lactentes e calculado™pelo método de Reed & Muench.

%% {qui-guadrado) = 24,38

TABELA XII - Tltulos de protendo em camundanqoq adultos, ex re«sos en Lo de uma vacin
anti-rabica Flury HEP, em sels yeplicas,

rua rabico, amostra CVS, inoculadas pela wia intra cexab;a;, Sdp Paulo, 1973,

REPLICA D LSG poe virus CvVvs
e 4 18 ' 93 465
1 5,00 4,67 3,51 2,68
2 5,00 4,19 3,21 2,36
3 4,41 4,10 3,85 2,57
4 5,060 4,38 2,80 2,61
5 4,71 4,32 2,70 2,61
6 5,00 3,91 3,00 2.86
média aritmética . 4,85 . 4,26 3,15 2,62
Desvio padrao 0,22 0,237 0,35 0,147
Coeficiente de variabl )
lidade de Pearson (%) 4,5 5,6 11,1 5,6
Erro padrio da médis 6,09 0,08 0,14 0,06

08 titulos referem-se & DP., de prote¢io/0,03 ml.



TABELA %IIX ~ dices de proteca

m 5 répli

Vacina
B 1 B 2 B3 B 4 BS5
i 4,40 {25.120} 4,19 {15,490} 2,75 (562) 2,84 {87L) 1,30 {79
2 4,47 {29.520) 4,16 {14.460) 2,79 (818) 2,36 {229) 1,96 {91)
3 4,36 {22,910} 4,06 {11.490) 2,30 (13 2,29 {185) 2,08 (120)
4 4,36 {22,910} 3,88 { 7.76%) 2,68 {478) 2,18 (151} 1,87‘{74)
] 4,36 {22,910} 3,50 { 3,163} 2,52 {33 2,13 (134) 1,65 (44)
#MEdia aritmética 4,39 (24.550} 3,96 { 9.12)) 2,61 (407} 2,38 (239). 1,89 {171
pPesvio padrio 0,048 6,283 0,2 0,326 0,157
Coeficiente de variabilidade {%) 1,09 T.13 1.7 13,7 8,33
Erro padrio da média 0,024 0,141 0,1 0,163 L 0,079
Prova de infecciosidade~Titulo (+) |4,22 3,89 3,19 2,58 3,33
Prova de poténcia Vacinadas 3/30 4/18 8/12 9/10 - 8/10
em cobaias M/I (&) Controles | 9/10 9/16 8/10 8/10 8/10
Prova de puténcia virus Vs 100 i00 22 4 1.423
em gamundongos (DLSO)
{KOPROWSKI & BLACK) Titulo de pro
teglo (®#d) 3,2 2,8 2,2 2,1 1,0

{(+} Pitulo infectante em camundongos lactentes, expressce em log, base 10.DL50/0,61 mi, IC.
(44} M/1 = nimero de cobalas mortas/ne de cobalas inoculadas.
[+++) Representade pelo loqlo DLSO/G 03 ml = diluigao da vacina gue protedgeu 50% dos camundongos vacinados.,

Obe.; Os indices de protegho correspondem 3 diferenga dos titulos infectantes entre camundongos testemunhos

& vacinados, exXpresscs em logla DLSO/E.GZ ml,IC.
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TABELL RIV - Vacinas anti-rébica FPlury HEP: provas de infecciosidade em camundongos lactentes e de poténcia em

cobaias e camundongos {testes Xoprowski 3 Black e "Mylar"). Sao Paule, abril de 1969 a

novembro

de 1972,

VACINA PROVAS DE POTENCTA .
CORBRAIAS CAMUNDONGOS
Vacinadas | Controles Taste Xoprowski & Black Testa "Nylax"

ne |ritulo Titulo de protegdo

(4} M/T (44} | M/T (v4) Yirus 2L Titulo virus| Controles 50% (§5)

(BLgq) {4} (§) M/L (++)

164 4,42 n/10 5/5 12 3,0 5,1 10/10 1t 125
0891 3,62 i/15 4/5 398 2,6 5,4 10/10 1 97
007t 2,00 14/14 10/10 316 1,0 6,5 16/10 1 1
146 4,22 0/12 3/7 3 3,0 6,5 8/10 1 ¢ 125
167 4,47 2/15 8/10 316 2.6 5,5 s/10 Lor 104
199 - 0/10 0/5 199 3,3 5,3 9/10 1 22
045 3,26 /T - 11/1: 63 2,4 5,8 9/1i0 | 1 ¢ 15
061 3,42 10/15 B/8 100 2,2 7.0 9/10 1 ¢ 15
0561 3,35 10/10 11/11 63 2,2 5,8 © 8/10 1+ 13
052 3,31 8/12 11/11 63 2,2 5,8 9/10 1 10
01¢ 2,23 9/13 5/10 199 Ll 5,3 9/10 1: 10
054 3,33 5/9 5/7 1 585 1,0 6,2 8/10 1l é
o08 2512 /10 4/5 - - 6,0 8/10 1 1
2081 2,50 9/10 4/45 - . 6,0 ¥ L] 1 1
201 2,50 6710 9/10 160 1,0 6,0 9/10 1: %
039 3,18 5/7 9/10 316 1.6 6,0 9/10 1 1
202 | 3,50 /10 5710 199 2,2 6,3 7/10 11 .90
203 2,00 /10 5/10. 199 1,3 6,3 710 1z 3
055 | 3,33 10/11 10/10 1 000 1,0 7.0 6/10 1 s 125
044 3,24 9/15 9/10 39 1.2 5,6 6/10 1+ 53
2041 3,60 4715 3/6 - - 5,5 §/10 1: 46
205§ 2,12 6/15 /6 - - 5,5 6/10 1: 7
2061 2,59 5/10 B/10 2,5 2,7 6,2 5/10 1z 92
207 | 2,50 6/16 8/10 2,5 1,9 6,2 5/10 1 71
208 | 2,00 9/9 8/8 116 L0 7.0 5/10 1: 12
061 | 3,42 15/15 8/8 316 1,3 7.0 5/16 1: 8
0621 | 2,68 10/15 B/8 314 1,3 740 5/10 1: 4
209 1 1,48 5/10 3/5 10 2,6 5,6 5/12 1125
210 | 3,60 2/1% 4/10 - - 4,0 4710 L 87
211 2,16 2/10 4/16 - - 4,0 4710 1 40
011 2,36 7/9 3/6 106 1,0 6,4 3/1¢0 1 s 125
085 | 3,60 4/10 8/10 316 2,4 6,4 3/10 1ot 125
038 | 3,17 9/16 a‘e 100 1,5 6,4 3/1¢0 1+ 128
212 | 2,00 | 2/15 1/10 125 1,0 5,1 2/10 1: 125
213 - 3/11 1/1¢ 125 1,8 5,£ 2710 % os 125
103 3,79 1/12 1/10 125 2,0 5,1 27160 L s 109
214 2,16 0/9 2710 - - 4,0 1/1¢ 1 ¢ 13§
215 3,60 3/10 2710 - - 4,0 1/10 1 : 125
216 - - - 12 2,0 4,1 0/10 13 128

{+)
{#+}
{Fwb)
5
{§85)

Logy s DLeo/0,01 ml, inoculagde intracerebral camundongos lactentes.

M/1 = Nimerc de animais mortos/niimere de animais inoculados.

Dpsoﬂ Piluicao da vacina que protegeu 50% dos camundongoes vacinadoa.

LngIQDL50/G,03 ml, inoculagio intracerebral em camundongos adultos do virus CVS.
biluigao da vacina gue protegeu 50% dos camundongos inoculados com virus CVE, via intramuscular.
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Titulo vacina {log 10 )

5,0

4,0

3,0

2,0

GRAFICO 1

Reta de regressaoc calculada com base nos
Sao Paulo, 1974,

e o am s o aw @ G S M e S W e U n S eR W wm W RS mm M M MR amn ime o e e B e i

Mg v o o R W W um MA e e T DGR @R MR @ W W MR AN WD N A W oy W KD T S W e W am e @ % WR W W

dados da Tabela II.

20 40 60

120

protegao <obaias{%)
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Titulo de protegio da vacina (logyp)

5 0

GRAFICO 11

Reta de regressao calculada com base nos dados da Tabelas XII.
S3o Paule, 1974
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{Quantidade de Virus CVS Guﬁ.mow
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FIG. 1 - VIRUS FLURY HEP: campo fortemente po
sitivo, apresentando muitos . corpuscu

los grandes e pequenos, pleomdrficos,
identificado por ++++. x 400

FIG. 2 - VIRUS FLURY HEP: campo apresentando
pOUCOsS e esparsos corpusculos peque
nos, identificado por +. x 420
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