VACINAS ANTIAFTOSA OLEOSAS COM E SEM ANTIGENOS CONCENTRADOS POR
HIDROXIDO DE ALUMINIO: RESPOSTA IMUNE DE BOVINOS PRIMOVACINADOS!
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RESUMO - A resposta imune, induzida por trés diferentcs vacinas antiaftosa oleosas, foi comparada em bovinos
primovacinados. As vacinas utilizadas foram: 1) vacina oleosa referéncia (YOR) sem hidréxido de aluminio; 2) VOR com
hidréxido de aluminio (VOAI} e 3) vacina cleosa com antfgenc 10 vezes concentrado por hidréxido de aluminio (VO10x).
Cada vacina experimental foi aplicada em um grupo de 9 bovinos, recebendo cada animal a dose de 3 ml por via intramuscular.
Os anticorpos neutralizantes induzidos pelas vacinas foram quantificados ao zero dia, e aos 30, 90 ¢ 180 dias pos-vacinagdo
através de testes de virusneutralizagdo (VIN): Todos os animais foram testados previamente por VN ¢ pdra a presenga de
anticorpos contra antfgenos associados A infecgdo viral (VIA), sendo considerados sensfveis A febre aftosa e permanecendo
VIA negativos por todo o perfodo do experimento. Os resultados obtidos revelaram que, isoladamente, a concentragdo do
antfgenc 10 vezes ou a adiglio de hiréxido de alumfnio (HAI), niio foram suficientes para incrementar significativamente
(P>0,05) os fndices de anticorpos neutralizantes. A concentragdo do ant{geno 10 vezes e a concomitante adigdo de HAI
estimularam significativamente (P<0,05) os nfveis de anticorpos circulantes detectados.
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FOOT-AND-MOUTH DISEASE OIL VACCINES WITH OR WITHOUT ALUMINUM HYDROXIDE
CONCENTRATION OF ANTIGEN: IMMUNE RESPONSE IN VACCINATED CATTLE

ABSTRACT - The immune response of threc different formulations of foot-and-mouth disease (FMD) oil vaccines in vaccinated
cattle was compared. The vaccines used were: 1) standard oil vaccine (VOR) without aluminum hydroxide; 2) VOR with
aluminum hydroxide (VOAL) and 3) oil vaccine containing antigen 10x concentrated by aluminum hydroxide (VO10x). Each
vaccine was used in a group of 9 animals, and each animal received a 5ml dose of vaccine by intramuscular route. Neutralizing
antibodies were evaluated by virus neutralization test (VN) at day 0 and at 30, 90 and 180 days post vaccination. All animals
were shown previously to be free of either neutralizing or anti-VIA (viral infection associated antigen} antibodies and were
considered to be susceptible to FMD. Scrology for anti-VIA antibodies was carried out and the tests were negative during the
experiment. The results obtained showed that concentrating antigen (10x) was not enough to increasc significantly (P>0.03)
the levels of neutralizing antibodies, and also that the aluminum hydroxide (HAI) included in VOR did not increase significantly
the level of these antibodies. Antigen concentration (10x) plus the addition of HA! increased sngmﬁcamly (P<0.05) the
annbody levels of vaccinated animals.

Key words: Immunology, cattle vaccines, foot-and-mouth disease, aluminum hydroxide, oil vaccines.

INTRODUCAOQ

A febre aftosa (FA) é uma enfermidade vesicular,
infecto contagiosa, com grande poder de difusio, que
afeta em forma natural os animais biungulados domés-
ticos e selvagens. O agente etiolégico € um virus per-

, tencente 3 famfilia Picornaviridae, género Aftovirus ou
virus da febre aftosa (TALBOT e BROWN, 1972;
COOPER et al.,1978).

E uma das mais temidas e prejudiciais enfermida-
des que afetam a pecudria, devido as graves perdas dire-
tas e indiretas que causa & comunidade rural e a todos os

segmentos a ela relacionados, com conseqiiente impac-
to politico e s6cio-econfmico negativo. Os efeitos da-
nosos refletem-se néo s6 na produgdo animal, mas na
economia de uma maneira geral, pois atingem a
comercializagiio nacional e internacional de animais,
seus produtos & subprodutos. As maiores perdas sdo
devidas &s profundas repercussdes internacionais onde
ocorrem as principais implicages politicas e restrig()es
comerciais.

A FA h4 mais de 450 anos ameaga a sadde da pe-
cufma (HYSLOP, 1972), deixando sob risco todas as
reas do planeta (BROWN, 1981). E considerada como
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a mais importante das afec¢des transmissiveis dos ani-
mais (HYSLOP, 1972, BROWN, 1981),

As vacinas tiveram extraordindrio sucesso e cons-
tituem-se em uma das grandes estratégias para o con-
trole e erradicagfo de enfermidades infecciosas como a
FA (BROWN, 1984; CASAS OLASCOAGA et al.,
1988}, principalmente quando associadas a medidas
sanitirias adequadas.

Desde o inicio de sua utilizagido, as vacinas
antiaftosa oleosas (CUNLIFFE e GRAVES 1963) mos-
traram-se superiores As vacinas aquosas constituidas por
adjuvante a base de hidréxido de aluminio (HAL) asso-
ciado ou ndo & saponinid (RIVENSON et al., 1972;
AUGE DE MELLO et al., 1975; BARTELING e
VREESWIJK, 1991). Esta diferenga torna-se ainda mais
evidente, em bovinos jovens (AUGE DE MELLO et
al., 1973).

O HALI € um gel com poder adsorvente e de fécil

sedimentagio, o que permite por simples eliminagdo do -

sobrenadante, manter no sedimento ¢ gel com o antigeno
desejado (ABARACON, 1974; ABARACON et al,,
1982,a). Por estas propriedades o HA! foi utilizado para
concentrar ant{genos destinados a vacinas oleosas (VO).
Desta associagio entre vefculo oleoso e HAI surgiram
vacinas antiaftosa oleosas que foram avaliadas em dife-
rentes espécies animais e analisadas sob diversos as-
pectos como: diferentes proporgdes entre fase oleosa e
fase aquosa; distintas concentragdes de antigeno ou ain-
da com doses reduzidas (SOLIOM et al., 1977;
RIVENSON et al., 1982,a; ABARACON et al., 1982,3;
ABARACONetal,, 1982,b; MARCOVECCHIO et al,,
1983). Assim, o uso concomitante de veiculos oleosos
¢ HAl deu origem a VO visando principalmente o in-
cremento de sua poténcia, a obtengdo de formulagdes
que produziriam uma melhor imunidade, ou ainda a re-
dugdo de sua dose.

Os experimentos supra citados tiveram por objeti-
vos: comparar adjuvantes, concentrar virus, reduzir a
dose da vacina e avaliar a melhor proporgZo entre fases
aquosa e oleosa, havendo em algumas conclusdes a “‘su-
gestao” de efeito sinérgico entre 0 HAl e o veiculo ole-
oso, ndo sendo suficientemente esclarecido se a con-
centracdo do antigeno por HAl influi na eficicia da va-
cina antiaftosa oleosa para bovinos quando utilizada a
dose usual de 5 ml.

Observou-se que, em animais primovacinados com
vacinas antiaftosa, concentragdes antigénicas de até 20
vezes ndo modificam significativamente a resposta imu-
ne (INSTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA
AGROPECUARIA e CENTRO DE ENFERME-
DADES ANIMALES DE PLUM ISLAND, 1978), a
qual sé é aumentada quando as concentragfes
antigénicas oscilam entre 25 e 47000 vezes (PAY, 1973;
RWEYEMAMU et al., 1984).
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O presente experimento d4 seqii€ncia aos anteri-
ormente citados, adicionando mais informagdes a res-
peito da utilizagdo do HAIl concomitantemente ao

- adjuvante oleoso, tendo como objetivos: 1) testar a efi-

cicia da concentracao antigénica (10 vezes) por HAl,
em bovinos primovacinados com vacina antiaftosa ole-

‘osa; 2) verificar se h efeito aditivo adjuvante entre o

vefculo oleoso e 0o HAL e 3) verificar se a concentrago
antigénica (10 vezes) mais a adi¢io de HAl incrementa
o nivel de anticorpos neutralizantes de bovinos
primovacinados.

MATERIAL E METODOS

Local

Os experimentos a campo e provas laboratoriais
foram executados no Centro de Pesquisa Veteriniria
Desidério Finamor (CPVDF) - Fundagéo Estadual de
Pesquisa Agropecuéria (FEPAGRO) - Secretaria da Ci-
&ncia e Tecnologia - RS/Brasil.

Animais

Utilizaram-se bovinos, oriundos do rebanho do
CPVDF, com 15 a 24 meses de idade, sem contato pré-
vio com os antfgenos do virus da FA, segundo o descri-
to em CENTRO PANAMERICANO DE FEBRE
AFTOSA (1980) e por VIANNA FILHO et al. (1993).
Antes do infcio do experimento, nio se detectou no soro
desses animais, anticorpos anti VIA (ALONSO
FERNANDEZ etal., 1984) ou anticorpos neutralizantes
para o virus da FA (FERREIRA, 1976).

Suspensdes Viricas

Elaboraram-se suspensdes monovalentes, replican-
do-se o virus em células BHK 21 Clone 13 cultivadas
em monocamadas (ABARACON et al., 1979; OPS,
1987; ALONSO et al., 1994). Utilizaram-se os virus:
O, Campos-Br/58, A,, Cruzeiro-Br/55, A Venceslau-
Br/76 e C, Indaial-Br/71 (ALONSO FERNANDEZ et
al,, 1981), do cepdrio do laboratério de produgio de
vacinas antiaftosa do CPVDF.

Inativagio

As suspensdes viricas foram inativadas com 3 mM
de etilenoimina bindria (BEI), a 26 °C por 24 horas. A
BEI foi obtida a partir de uma solugdo a 0,1 M de
bromohidrato de bromoeetilamina (BEA) em hidréxido
de sédio a 0,2 N, mantida a 37 °C por uma hora
(BAHNEMANN et al,, 1974; BAHNEMANN, 1975;
GIRARD et al., 1977).

Avaliagiio e Controles das Etapas de Produgio
Com as suspensdes destinadas & produgao das va-
cinas foram realizados testes de esterilidade, titulagio
de infectividade, provas sorolégicas de fixacdo do
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complemento (tipificagdo, subtipificagdo e titulagdo),
controles de inativacdo ou ndo infecciosidade (OPS,
1987), bem como determinagéo da concentragio da par-
tfcula 146 S por densidade em gradiente de cloreto de
césio® (CENTENO e OBIAGA, 1982; OPS, 1987) e
integridade da particula VP1° {OPS, 1987).

Formulagfio das Vacinas Oleosas

Produziram-se trés vacinas oleosas em forma de
emulsio priméria (AUGE DE MELLO et al., 1975;
AUGE DE MELLO et al., 1980; OPS, 1987;
BAHNEMANN e MESQUITA, 1987), utilizando-se o

Montanide 888 ® como emulsificante (ABARACON
et al., 1982,b). Todas as vacinas oleosas experimentais
estavam constitufdas por 50% de fase oleosa e 50% de
fase aquosa.

a) Fase Aquosa:

As suspenses viricas monovalentes foram mes-
cladas, homogeneizadas e, apés, divididas em trés
aliquotas que deram origem 4s diferentes fases aquosas
das vacinas experimentais. As caracteristicas e propor-
¢6es dos antigenos utilizados na elaboragfio das vacinas
constam na Tabela 1.

TABELA 1 - Composigio e caracteristicas da mescla de antigenos que deu origem is diferentes fases
aquosas das vacinas antiaftosa oleosas experimentais, aplicadas em bovinos

MONOVALENTES MESCLA FINAL

Virus® ml TFC TI MAg’ Virus ml TFC MAg/dose'
0, 2900 1725 6,71 5502 ND 01 5700 17381 5,094

0, 850 1/51 6,50 4986 ND

0, 1950 119 6,38 3679 ND

A, 2500 1725 7,68 4783 CC A24 2500 1/6 2,135

A, 2700 1/16 6,89 4198 MR AV 3200 1/6 2,283

A, 500 1/19 7.67 2900 cC

C,1 2600  1/59 6,71 8021 MR C3l 2600 1/7 3,724

raa

* - Virus: O, Campos, Au Cruzeiro, A Venceslau e C3 Indaial.
® - Titulo fixador de complemento 50% - 4 unidades hemoliticas - 30 minutos.

¢ . Titulo infeccioso 50%. Indices em log. base 10.

- Massa antigénica em ug por'ml.

* - Integridade da particula VP1: ND = néao determinado; CC = 100% clivado e

MR = 75% clivado.

-Massa antigénica em ug, estimada a partir das monovalentes, contidaem 2,5 ml da mescla antigénica.

b) Fase Oleosa
Composta por 90% de 6leo branco refinado
(Marcol 52®® ) e 10% de emulsificante (Montanide
888).

Caracteristicas das Vacinas Qleosas Experimen-
tais
Estas vacinas diferenciaram-se apenas na cons-
tituigdo da fase aquosa.
1 - Vacina Oleosa Referéncia (VOR)
Fase aquosa = mescla das suspensdes mono-
valentes.

05, Provas execuiadas no CPFA.
06, Provas execuiadas no CPFA.
07. Octadecencato de anidromanitol - HLB = 5,0, SEPPIC, Paris, Franga.

2 - VOR com Hidréxido de Aluminio® (VOAI)
Fase agquosa adicionada de HAl a 2,5% de 6xi-

do de aluminio. Proporgdes: 100 partes de fase aquosa
e 50 partes de HA]. Apds suave agitagdo por 2 h e re-
pouso por 24 h a 4°C, retirou-se 50 partes de
sobrenadante, para manter-se a mesma massa antigénica
da VOR.

3 - Vacina Oleosa com Antigeno 10 Vezes Con-
centrado (VO10x)

A partir de uma aliquota do mesmo HAI utilizado
em 1 e procedendo-se da mesma maneira, concentrou-

08. EXXON CORPORATION, USA. Produte aprovado pelo CODEX Europeu, Farmacopéia e Food and Dug Administration dos Estados Unidos.
09. Hidr6xido de alumfnio gentilmente cedido pelo Laboratério Bayer S.A. - Porto Alegre.
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se o antigeno contido na fase aquosa por eliminagao do
sobrenadante, ap6s sedimentagio do complexo antigeno
- HAl (ABARACON, 1974). .

Proporgdes: 1000 partes de fase aquosa e 50 par-
tes de HAI com a retirada de 950 pantes de sobrenadante.
Assim obteve-se uma fase aquosa com a mesma con-
centracdo de HAI que a VOAI, porém com 10 vezes
mais massa antigénica (MAg).

Os lfquidos sobrenadantes oriundos das prepara-
¢bes 2 e 3 foram submetidos a provas sorolégicas de
tipificagdo por fixagdo do complemento (OPS, 1987),
apresentando resultados negativos. O HAl utitizado foi
submetido a provas biolégicas do poder adsorvente
(ABREU MARTINS, 1971; ABARACON, 1974), na
proporgdo utilizada em 3 (5%), mantendo um indice de
adsorgao de 2,0 log. 10.

Para a preparagdo das vacinas oleosas experimen-
tais, utilizou-se um emulsificador de mesa Silverson®.

Controles do Produto Final

Com as VO finais, realizaram-se testes de pureza
bacteriolégica, nado infectividade, tipo de emulsio,
condutividade e estabilidade, cujos resultados foram
normais e dentro dos padrdes estabelecidos (OPS, 1987).

Vacinacdes

Ao acaso, separaram-se os animais em trés grupos
de nove, reservando-se um tipo de vacina para cada gru-
po; cada bovino recebeu individualmente a dose de 5
ml por via intramuscular profunda no ter¢o cranial do
pescogo.

Colheitas de Sangue _

Ao dia zero e aos 30, 90 e 180 dias pés-vacinagiio
(DPV), os animais foram sangrados. Em todos estes
tempos de sangria, foi pesquisada a presenga de
anticorpos anti VIA (protefna associada 3 infecgéo viral)
nos soros dos bovinos, nio sendo detectada a sua pre-
senga (ALONSO FERNANDEZ et al., 1984).

Imunidade Conferida

Acompanhou-se a indugio, duragdo e queda dos
nfveis de anticorpos circulantes estimulados pelas trés
vacinas experimentais. Quantificaram-se estes
anticorpos frente aos virus utilizados na produgio das
vacinas, por virusneutralizagio (VN), através da prova
de microneutralizagio (FERREIRA, 1976), calculan-
do-se seus fndices pelo método de SPEARMANN -
KARBER apud OPS (1987).

Delineamento Experimental

Para cada vacina (VO; VOAL; VO10x) foram sor-
teados 9 animais. Os soros de cada animal foram avali-
ados quanto a niveis de anticorpos circulantes, frente
a0s quatro virus j4 citados.

Utilizou-se o delineamento em parcela subdividi-
da, sendo consideradas como parcela principal as vaci-
nas e subparcelas os tempos de sangria.

Andlise Estatistica
Os indices de VN obtidos sdo apresentados atra-
vés da média aritmética e desvio padrdo. Para fins de

andlise estatfstica, foram transformados em 1 IJ_ Y,

com o objetivo de diminuir a heterogeneidade da
varifincia e assimetria da distribuigio dos dados.

A anélise dos indices de VN foi feita empregando-
se 0 Modelo Linear Generalizado de acordo com o se-
guinte modelo matemético:

Yi =p+ Vi+Bj@) + 8ij + Tk + VTik + gijk

onde:

Y = indice de VN.

I = média geral da caracteristica na populagio.

Vi = efeito das vacinas.

Bj(i) = efeito dos bovinos dentro de cada vacina.

8ij = erropela variago dos bovinos dentro das
vacinas. '

Tk = efeito dos dias.

VTik = efeito da interagdo das vacinas com os
dias. :

€ijk = erro experimental (aleatério).

No dia zero atribuin-se o valor de 0,9 para o
fndice de VN de todos os animais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As avaliagdes das diferentes vacinas foram
efetuadas levando-se em conta os indices de VN dos
soros frente a todas as amostras de virus (0l Campos,
A, Cruzeiro, A Venceslau e C, Indaial), em todos os
tempos de sangria, ou seja, aos 30, 90 ¢ 180 DPV.

Os resultados evidenciaram uma superioridade
(P < 0,05) da VO10x em relagdo & VOR, ndo se obser-
vando esta diferenga comparativamente 4 VOAI Em-
bora aparente, ndo houve superioridade da VOAIl em
relagio & VOR, pois nio caracterizou-se diferenga sig-
nificativa (P > 0,05) entre ambas.

Através da Figura 1 visualiza-se o resultado das
vacinagdes ao longo do tempo.

10. Silverson Machines Lida. Waterside, Chesham, Bucks, Machine Serial n®18827 England.
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Virusneutralizacio (log10)
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0 30 90 : 180
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'VOR = vacina oleosa referéncia.
1VOAl = vacina oleosa com hidréxido de aluminio.
*VO10x = vacina oleosa com antigeno 10 vezes concentrado por hidréxido de aluminio.

FIGURA 1 — fndicesde virusneutralizacio de bovinos primovacinados com vacinas antiaftosa oleosas
experimentais, contendo os virus O, Campos, A, Cruzeiro, A Venceslau e C, Indaial

O Anexo I fornece os valores referentes is vacinas
€ suas respectivas significincias.

Analisando a Figura 1, verifica-se aos 90 DPV uma
superioridade nos indices de anticorpos neutralizantes
de todas as VO, em relagio aqueles encontrados aos 30
DPV. Estes resultados coincidem com os dados da pri-

meira publicagdo sobre vacinas antiaftosa oleosas' -

(CUNLIFFE e GRAVES, 1963) e com os resultados de
algumas publicacdes posteriores (CENTRO PANA-
MERICANO DE FIEBRE AFTOSA e DIRECCION
DE LUCHA CONTRA LA FIEBRE AFTOSA, 1978;
RIVENSON et al., 1982,a; RIVENSON et al., 1982,b;
ROCHA et al., 1983), indicando que em bovinos primo-
vacinados com VO antiaftosa, os niveis de anticorpos
continuam subindo ap6s os 30 dias de aplicagéo da va-
cina.

Indmeras varidveis podem influenciar a qualidade
das vacinas, O presente trabalho concentrou-se no exa-
me de duas destas varidveis: a massa antigénica e a agio
adjuvante. Em vacinas contra a FA estas influéncias vém
sendo estudadas desde que se observou a necessidade
de aumentar o poder imunogénico de tais imuno-
biolégicos.

A agdo simultinea de dois adjuvantes foi aqui tes-
tada . Um deles, o HAI, vem sendo utilizado desde 1937,
quando surgiu a primeira vacina eficaz contra a FA

PESQ. AGROP. GAUCHA, v.2, n.1, p. 111-118, 1996

(WALDMANN etal.,, 1937), tornando-se desde entio o
principal e mais utilizado adjuvante destas vacinas. O
outro, o adjuvante oleoso, s6 comecou a ser utilizado
em FA a partir de 1963 (CUNLIFFE e GRAVES, 1963).

No presente estudo, comparando-se as trés VO
experimentais produzidas, foi possivel avaliar, em va-
cinas antiaftosa oleosas, a influéncia das varidveis pre-
senca de HAI, concentragdo antigénica ou ag#o simul-
tinea destes dois fatores na indugfio da resposta imune
de bovinos primovacinados. ,

Em animais submetidos a primovacinagio, ndo foi
constatada diferenga significativa entre a resposta
induzida pela VOAI e a resposta induzida pelas demais
vacinas testadas (VOR e VO10x). Entretanto observou-
se diferencga significativa entre as respostas induzidas
pela VOR e VO10x.

Os resultados indicaram que a simples adigdo do
HALl, apesar de sugerir, nfo alterou significativamente
os [ndices de anticorpos neutralizantes detectados em
bovinos primovacinados. A concentragio de antigeno
10 vezes também ndo foi suficiente para alterar signifi-
cativamente os titulos dos anticorpos induzidos pelas
vacinas.

Em relagiio 4 concentragfo antigénica, os resulta-
dos aqui obtidos foram similares as observagbes de ou-
tros autores. Estes, em ouvtros experimentos, constata-
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ram que VO antiaftosa concentradas 20 vezes (INSTI-
TUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA AGRO-
PECUARIA e CENTRO DE ENFERMEDADES
ANIMALES DE PLUM ISLAND, 1978) ndo induzi-
ram em bovinos primovacinados e revacinados respos-
ta imune significativamente diferente de vacinas oleo-
sas nfio concentradas. Igualmente os estudos do CEN-
TRO PANAMERICANO DE FIEBRE AFTOSA e
DIRECCION DE LUCHA CONTRA LA FIEBRE
AFTOSA (1978) sdo coerentes com os resultados aqui
obtidos. Seus experimentos constataram que a diluigio
de VO antiaftosa oscilando entre 1/10 e 1/160 ocasio-
nou apenas uma “relativa e pequena redugio” na média
dos tftulos de anticorpos em bovinos, evidenciando que
alteragdes de até 16 vezes na concentragio do ant{geno
nao modificam significativamente a resposta induzida
em bovinos. PAY (1973): RWEYEMAMU et al.(1982);
RWEYEMAMU et al.(1984); BLACK et al.(1984) e
PAY e HINGLEY (1987} constataram em FA que a re-
lagdo entre a dose de antigeno aplicada e a resposta imu-
ne caracterizou-se por intervalos entre doses de antigeno
que oscilaram entre 25 e cerca de 47.000 vezes.Com
base nestas conclusdes, sdo necessérias diferengas
antigé€nicas entre vacinas, similares ou superiores a 25
vezes, para que se obtenha diferenca significativa na
indugdo da resposta imune de bovinos primovacinados.

As observagdes do presente estudo dio suporte as
conclusdes dos pesquisadores anteriormente citados,

pois as vacinas com MAg 10 vezes diferentes nio indu-
ziram nfveis significativamente diferentes de anticorpos
circulantes detectdveis.

Como a simples inclusdo do HAI na VO, também
nfo foi suficiente para implementar significativamente
os titulos de anticorpos circulantes, é bastante sugesti-
vo que arazfo da diferenca significativa entre a VO 10x
¢ a VOR tenha ocorrido devido a um efeito somatério
entre os adjuvantes, complementado pela concentragio
antigénica, como sugerido por RIVENSON et al.
{1982,a) e MARCOVECCHIO et al. (1983).

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste estudo, con-
cluiu-se que, em bovinos primovacinados:

1) A concentragdo do ant{geno (10 vezes) nfo foi
suficiente para incrementar significativamente os ni-
veis de anticorpos neutralizantes detectados.

2) A adigfo do hidréxido de alumfnio na VO nio
incrementou significativamente os {ndices de anticorpos
neutralizantes detectados, embora houvesse a indicagio
sugestiva de efeito somat6rio entre este gel e o adjuvante
oleoso.

3) A concentragio do antigeno (10 vezes) e a
concomitante adigdo de hidréxido de aluminio,
incrementaram significativamente o titulo de anticorpos
neutralizantes detectados.

ANEXO I

indices de virusneutralizaciio (log.10) de bovinos primovacinados obtidos a partir de vacinas oleo-
sas experimentais elaboradas com os virus O, Campos, A, Cruzeiro, A Venceslau e C, Indaial

30 DPV' 90 DPV 180 DPV TOTAL
VACINA n Y s y s y s y s
VOR? 36 1,61 0726 1,80 0,34 175 0,36 1,72 0,33
VOAI’ 36 1,79 0,60 2,01 049 1,79 0,40 1,86 051
VO 10x* 36 1,92 0,44 2,14 0,49 1.82 0,29 1,96 043

Letras mindsculas desiguais indicam diferenga significativa (P< (,05).

' DPV = dias p6s vacinagio.

* VOR = vacina oleosa.

* VOAIl = vacina oleosa com hidréxido de aluminio.
VOIl0x =

4
5
6

Desvio padrio.
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vacina oleosa com antigeno 10 vezes concentrado por hidréxido de aluminio.
Meédia geral dos {ndices de virusneutralizagio dos quatro virus utilizados.
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