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PROVA DE POTENCIA PARA VACINAS BOVINAS QUE
CONTENHAM NA SUA FORMULACAO VIRUS PARAINFLUENZA
TIPO 3 BOVINO (PI-3)

1. INTRODUCAO

O virus de Parainfluenza 3 bovino (P1-3), pertence ao género Respirovirus (Murphy et
al., 1995) da familia Paramixoviridae, ao orden Mononegavirales. As particulas virais sdo
pleomorficas (usualmente esféricas ou filamentosas) de aproximadamente 150 nm de
didmetro e constam de uma nucleocépside de simetria helicoidal, rodeada de um envoltério
derivado da membrana celular. No envoltorio viral se apresentam duas glicoproteinas de
superficie: a hemoaglutinina-neuraminidasa (HN) e a proteina de fusdo (F). Estas proteinas
sdo consideradas os principais antigenos virais e sdo responsaveis pelo induzimento de uma
resposta de anticorpos neutralizantes nos animais infetados (Robert M. Chanock, 2001). A
hemoaglutinacdo, hemoadsor¢do, hemolise e fusdo celular sdo atividades bioldgicas
associadas as proteinas do envoltério viral.

O virus de PI-3 bovino tem sido reconhecido extensamente durante anos como um
agente causal de infeccdo endémica do gado bovino. Atualmente, é reconhecido como um
agente participante do complexo de doencas respiratérias do bovino, mas seu papel na
patogenia € de menor importancia que o do virus respiratdrio sincicial bovino (VRSB). A
apresentacdo clinica da infeccdo pelo PI-3 pode ser muito varidvel, desde infeccdes
assintomaticas até doenca respiratdria severa caracterizada por tosse seca, febre e descarga
nasal (Morein and Dinter, 1975). A apresentacdo clinica aparece principalmente em bezerros
com baixos niveis de anticorpos passivos e em animais submetidos a estresse. A infeccao pelo
PI-3 pode contribuir a um estado de imunosupressdo e lesdo tissular que provoque uma
broncopneumonia severa gerada por infec¢fes bacterianas secundarias (Haanes et al., 1997).
O PI-3 é reconhecido como um agente importante da pneumonia enzodtica em bezerros e
como agente participante do complexo respiratério em bovinos de feedlot dos USA, e
possivelmente a nivel mundial. O virus de PI-3 foi isolado pela primeira vez de bovinos com
sintomas respiratérios nos Estados Unidos da América. Atualmente a infeccdo é endémica e
apresenta distribuicdo mundial. A infec¢do natural é, em geral, assintomatica ou acostuma
transitar com sintomatologia leve. No entanto, a infeccéo pelo PI-3 predispde o gado a sofrer
infeccOes bacterianas secundarias como pneumonia aguda por pasteurella ou a sindrome
conhecida como “shipping fever” (Ellis, 2010). Na Argentina a infecgdo de PI-3 foi detectada
por evidéncia sorolégica na decada de 80’ (Lager, 1983). Relevamentos soroldgicos
realizados na década de 2000 em rodeios bovinos ndo vacinados de Jujuy e Neuquén
indicaram que 100% dos bovinos adultos resultaram soropositivos para anticorpos contra este
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agente viral, indicando na alarga circulassem do agente nel pais (Marcoppido et al., 2010 ;
Robles, 2008).

Com relagdo a sua caracterizacdo antigénica e genética, os virus PI-3 bovinos se
classificam atualmente em 3 gendtipos: genétipo A distribuido principalmente nos EE UU e
Europa, genotipo B descrito até agora unicamente na Austrdlia e o genotipo C apenas
reportado na China (Zhu et al., 2011). Na Argentina o virus tem se isolado de casos de doenca
respiratoria de bovinos e de bufalos. As cepas detectadas em bovinos foram classificadas
dentro dos genotipos A e C, enquanto as cepas detectadas em budfalos corresponderam a um
virus bovino pertencente ao gendtipo B. Hasta el momento Argentina seria el primer pais en
reportar la circulacion de los tres genotipos (Maidana et al., 2012).

As Hemoaglutininas (HA) presentes na superficie deste virus podem ser bloqueadas na
sua funcdo pela presenca de anticorpos. Eles se encaminham contra os antigenos especificos
responsaveis pela unido a globulos vermelhos. A Inibicdo da Hemoaglutinacdo (IHA) é uma
técnica rapida, econémica e de facil implementacdo em laboratérios de pouca infraestrutura
que permite dosar estes anticorpos. Esta técnica soroldgica € uma ferramenta Util para relevar
a presenca de animais infectados em um rodeio ou para avialiar a resposta induzida por uma
vacinacdo, em bovinos e em animais de laboratorio. Os animais expostos ao virus (pos
infecgdo e/ou vacinagdo) aumentam significativamente o titulo de anticorpos inibidores da
hemoaglutinacdo (IHA). Para os agentes virais hemoaglutinantes das familias virais
orthomixoviridae e paramixoviridae o titulo de anticorpos IHA em soro se associa a protecao
da infeccdo (Beyer et al., 2004; de Jong et al., 2003; Lee et al., 2001).

No mercado existem numerosas vacinas polivalentes para prevenir a sindrome
respiratoria do bovino. Vacinas inclui virus atenuado ou inativado, que se formulam em
adjuvante aquoso ou oleoso com o virus PI-3 inativado acompanhado de outros antigenos
virais (BoHV-1, BDVD e BRSV) e antigenos bacterianos. O limiar minimo de anticorpos
calostrais que devem possuir 0s bezerros para estarem protegidos perante a infeccdo natural
por PI-3 tem sido reportado como 1/32 (conforme nosso método, com titulo em UIHA =32 *
8= 256; expresso em log10= 2.4) (Ellis, 2010).

Conforme sabemos, na regido ndo ha um critério unificado para avaliar a eficacia das
vacinas inativadas que contém PI1-3 na sua formulagéo.



2. PROTOCOLO: CONTROLE DE POTENCIA EM COBAIAS

Este protocolo descreve uma prova in vivo em animais de laboratério (cobaias) que
permite avaliar a poténcia (imunogenicidade) de vacinas utilizadas na prevencdo da sindrome
respiratdria bovina perante o PI-3.

Para a validacdo do modelo foram seguidas as recomendacdes internacionais para
validacdo de meétodos de controle de vacinas veterinarias, em particular, vacinas combinadas
(EMEA/P038/97, 1998; Taffs, 2001). Foram avaliadas em paralelo, em bovinos e cobaias,
vacinas experimentais e comerciais, formuladas em adjuvantes oleosos e aquosos, contendo a
valéncia PI-3, combinada com concentracéo variavel de outros antigenos virais (IBR, BVDV,
VRSV) e bacterianos (Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica e Histophilus sommi).
A imunogenicidade, medida em ambas as espécies como o titulo de anticorpos IHA contra PI-
3 pos vacinacdo demonstrou altos indices de concordancia entre 0 modelo e a espécie de
destino (Parrefio, 2010; Parrefio, 2008). Os detalhes técnicos e estatisticos da validacdo sdo
apresentados no ANEXO | deste protocolo. Esta prova pode ser utilizada para o controle de
qualidade de cada série de vacina de PI-3 liberada no mercado, e torna-se uma ferramenta
pratica tanto para as empresas produtoras de vacinas como para o0 organismo de controle
oficial, garantindo assim a presenca no mercado de produtos padronizados e eficazes.

Com relagdo ao bem-estar animal, esta prova responde aos lineamentos dos
organismos internacionais, sendo que substitui e reduz significativamente o uso de animais
em provas experimentais (Akkermans and Hendriksen, 1999; Halder et al., 2002; Hendriksen,
2009).

O modelo cobaia desenvolvido é um ensaio in vivo, com um numero limitado mas
suficiente de animais (n=6 por vacina e 4 testemunhos/placebos) que facilita o
desenvolvimento experimental (Akkermans and Hendriksen, 1999). Alem disso, permite
avaliar nas vacinas combinadas polivalentes a imunogenidade induzida para todos o0s
antigenos virais que a compdem.

2.1 Desenho da prova
2.1.1 Cobaias

Sédo utilizados, no minimo, 6 animais por cada vacina, maiores a 30 dias de idade e o
peso deve ser de 400 gramas + 50 gramas. Podem utilizar-se machos ou fémeas mas cada
grupo deve conter animais do mesmo sexo, com um prazo de adaptacdo, ap0s 0 ingresso a
sala de inoculacdo, de SETE (7) dias, no minimo. Depois deste periodo e antes de comegar a
imunizacdo recomenda-se a colheita de amostras de soro para descartar a presenca de Ac IHA



anti-PI1-3. Caso os animais resultem soropositivos antes da imunizacéo, ndo poderdo utilizar-
Se na prova.

2.1.2 Procedimento

As cobaias se imunizam com duas doses de vacina (com um intervalo de 21 dias), por
via subcutanea, com um volume correspondente a 1/5 da dose bovina. Os animais séo
mantidos sob controle durante um minimo de 30 dias e se colnem amostras de soro na época
da primeira dose de vacina (0 dias pds-vacinagdo) e 9 dias pos-revacinacdo (30 DPV). Junto
com a avaliacdo da/s vacina/s incdgnitas (n=6), sdo incluidos dois grupos de cobaias, um
deles vacinado com uma vacina de referéncia de poténcia conhecida (n=6) e um grupo de
animais testemunhas ndo vacinados (n=4). A trinta (30) dias de iniciado o controle, s&o
sangrados 0s animais vacinados realizando neles o controle soroldgico pela técnica de
inibicdo da hemoaglutinacéo (IHA) (ANEXO 2).

2.1.3 Interpretacéo

A andlise de regressao linear do titulo de anticorpo determinado por IHA realizado
durante a validacdo do modelo cobaia para a valéncia PI-3 indicou que a resposta de
anticorpos induzida pela vacinacdo com PI-3, em bovinos e cobaias, € diretamente
proporcional a concentracdo de antigeno (Ag) contido na vacina (ensaio dose-resposta). O
modelo cobaia foi capaz de discriminar significativamente entre vacinas formuladas com
concentracdes de Ag de 1 log de diferenca. A partir dos resultados obtidos na curva dose-
resposta, foram identificados pontos de corte ou niveis de titulos de Ac IHA anti-PI-3 que
permitem diferenciar as vacinas segundo a imunogenicidade induzida em cobaias e bovinos.
Foram estabelecidos dois pontos de corte e trés categorias (Tabela 1) (ver detalhes técnicos da
validacdo no ANEXO I).

Tabela 1. Pontos de corte de classificagdo de vacinas para PI-3

POTENCIA DA VACINA Ac anti-PI-3 (IHA)

ESPECIE

Né&o Satisfatoria Satisfatoria Muito Satisfatéria
COBAIA y <150 1.90<sy<24 24<y
BOVINO Y <2.80 280< Y<3.1 31<Y

Tabela 1. Pontos de corte determinados como o log10 do titulo de anticorpos inibidores da hemoaglutinagdo (IHA) ou unidades inibitorias da
hemoaglutinagdo de glébulos vermelhos de cobaias causada pelo virus de PI-3 presentes no soro de cobaias e bovinos vacinados com a vacina incognita.
(y) Titulo médio de Ac de grupos de 5 cobaias, avaliado a 30 dias pds vacinagéo (dpv); (Y) grupos de 5 bovinos avaliados a 60 dpv. Os bovinos recebem
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duas doses de vacina com um intervalo de 30 dias e se colhem amostras a 0 e 60 dpv. As cobaias recebem duas doses de vacina (1/5 do volume da dose
bovina) com um intervalo de 21 dias e se colhem amostras a 0 e 30 dpv.

Titulos de Ac IHA maiores de 2.4 em cobais e 3.1 em bovinos se associaram a vacinas
de imunogenicidade muito satisfatoria. Tilulos de Ac IHA dentre 1.50-2.4 em cobaias e 2.8-
3.1 em bovinos se associaram a vacinas de imunogenicidade satisfatoria. Por sua vez, as
vacinas que induzem titulos de Ac IHA inferiores a ditos titulos se consideram néo
satisfatorias (ANEXO 1).

2.1.4 Critério de validacéo da prova em cobaias

A prova de poténcia em cobaias se considera valida quando a média obtida do titulo de
Ac dos animais vacinados com uma vacina de referéncia, de qualidade satisfatdria, resulta no
valor esperado (maior de 1.50 em cobaias e 2.80 em bovinos), e as cobaias controles ndo
vacinados (testemunhas) permanecem soronegativos para Ac inibidores da hemoaglutinacéo
contra PI-3 durante toda a experiéncia.

2.1.5 Calculos

Serdo avaliados todos o0s soros dos seis animais imunizados com a vacina sob controle.
Sao selecionados os CINCO (5) soros com maior titulo obtido (expresso em log;o das UIHA
do soro) e sobre eles se realiza a média.

2.1.6 Critério de aprovacéao

Para a APROVAGCAO da vacina submetida ao controle, a média do logso dos titulos de
Ac IHA a 30 dpv nas cobaias vacinadas devera ser maior ou igual a 1.50.

3. HARMONIZACAO DE ENSAIOS PARA A REGIAO

Deve existir um painel de soros controles positivos e negativos para anticorpos contra
PI-3, bem como vacinas de referéncia. Estes reagentes de referéncia locais utilizar-se-do para
harmonizar os resultados obtidos por cada laboratorio de ensaios que adotar esse método de
controle. A vacina de referéncia permitira estabelecer a conformidade do ensaio de
imunizacdo de cobaias, enquanto o painel de soros poderd ser utilizado como controle da
técnica sorologica recomendada (IHA) e para a padronizacdo de outros ensaios alternativos
(ELISA e VN).
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ANEXO |

DESCRIGAO DA TECNICA IHA PARA AVALIAR TiTULO DE ANTICORPOS INIBIDORES DA
HEMOAGLUTINAGAO DE GLOBULOS VERMELHOS DE COBAIAS CAUSADA PELO VIRUS
PARAINFLEUNZA TIPO 3 BOVINO.

PROCEDIMENTO

PROVA DE POTENCIA PARA PI-3 EM COBAIAS

Condigdes das cobaias. Sao utilizados animais maiores a 30 dias de idade e o peso deve ser
de 400 gramas * 50 gramas. Por cada série sob controle serdo vacinadas, no minimo, SEIS (6)
COBAIAS. Podem utilizar-se machos ou fémeas mas cada grupo deve conter animais do
mesmo Sexo.

Quarentena de animais. Os animais terdo um prazo minimo de adaptacdo depois de
ingressar a sala de inoculacdo de SETE (7) dias.

Inoculagdo de vacinas. A vacina é aplicada por via subcutdnea com 1/5 do volume da dose
bovina.

Extracao de sangue para obten¢dao de amostras de soro. Pode ser realizada por pungdo
cardiaca, veia jugular ou a veia da orelha.

Inibicdo da hemoaglutinagao de GR de cobaia pelo virus de PI-3

Este ensaio determina a presencga de anticorpos dirigidos contra as hemoaglutininas virais,
também chamados “inibidores da hemoaglutinacdo” em soros de animais potencialmente expostos
ao virus (infectados) ou animais vacinados. Antes do ensaio, os soros sofrem um tratamento com
caolim para adsorver inibidores inespecificos da hemoaglutinacdo que pudessem estar presentes, e
este tratamento deixa os soros em uma dilui¢do inicial de 1/5. Depois, diluicbes seriadas base 2 (5,
10, 20, 40, etc.) dos soros se enfrentam a uma concentracéo fixa de virus, estabelecida em 8 UHA/25
pl. A reacdo se revela adicionando glébulos vermelhos de cobaia. Quando em um soro existem
anticorpos especificos dirigidos a HA viral, formar-se-do complexos Ag-Ac que bloqueardo a
hemoaglutinac¢do e inibirdo sua capacidade de aglutinar glébulos vermelhos, quer dizer, impede-se a
unido do virus aos globulos em suspensdo e portanto observa-se a formacdo de um botdo vermelho
caracteristico no fundo do recipiente. Considerar-se-4 como ponto final da atividade do soro, a
maxima diluicdo na que o fenébmeno de hemoaglutinagdo tem sido inibido. A inversa da diluicdo de
soro multiplicada pelo fator 8 determina as unidades inibitérias da hemoaglutinagdo do soro
analisado.
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MATERIAIS

Placa de 96 wells fundo em U limpas ndo estéreis.
Cubas descartdveis ou autoclavaveis, limpas, ndo estéreis.
Tips amarelos (até 200ul)

Tips azuis (até 1000 pl)

Tubos plasticos de 1.8 ml tipo “eppendorf”

Tubos conicos de 15 ml

Tubos conicos de 50 ml

Pipeta pasteur plastica

Descarte

Bolsas de autoclave verdes

Papel absorvente

Luvas de latex descartaveis

Agulhas 25/8

Seringa de 5 ml

Algodao e dlcool

EQUIPAMENTOS

Micropipeta até 200ul (tolerancia maxima admitida: 5ul)

Micropipeta até 40ul (tolerancia maxima admitida: 0.4ul)

Micropipeta até 1000 pl (tolerdncia maxima admitida: 10ul)

Micropipeta multicanal 8-12 até 5-50ul. Sem restri¢des respeito a tolerancia.
Microcentrifuga (até 14.000 rpm)

Centrifuga refrigerada (até 5.000 rpm)

REAGENTES

Virus de Trabalho:

Suspensdo de PI-3, ajustado a concentra¢do de 8 UHA/25 ul ou 16 UHA/ 50 ul
Diluente: PBS 1X, pH: 7.2-7.4

Solucao de Caolim:

Caolim 0,04g

PBS 1X 5ml
Gldébulos vermelhos de cobaias (vide obtengdo mais abaixo)
Alsever 1X

Soros controle: positivo e negativo
Soros Padrao: positivo e negativo

Preparacao: Os soros controles correspondem a pooles de soros de cobaias vacinados com vacinas
de concentracdo de Ag conhecida. Para confeccionar os pooles se selecionam soros com titulos
meios (320-640 UIHA) (controle positivo) e/ou soros de animais negativos (controle negativo).
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Como padrdes sdo utilizados soros de cobaias de titulo conhecido, preferentemente altos (1260
UIHA) e soros negativos de cobaias ndo vacinadas.

TRATAMENTO PREVIO DAS AMOSTRAS

Inativar os soros durante 30 minutos a 562 C.

Colocar 50ul de soro em um tubo de 1.8 ml, adicionar 50ul da solugdo de Caolim,
homogeneizar através de vortex. Incubar durante 10 + 2 minutos a temperatura ambiente
(24-279 C).

Centrifugar durante 15 + 2 minutos a 1500 rpm.

Tomar 50ul do sobrenadante e transferir a outro tubo com 75ul de PBS 1X e homogeneizar

com vortex. (a diluicdo final do soro é de 1/2 * 2/5=1/5)

° Adicionar 10 ul de pacote de GR, incubar em agitacdo suave a 372C durante 30

minutos, centrifugar durante 15 + 2 minutos a 1500 rpm. Tomar amostra do sobrenadante para
realizar o ensaio ou transferir o sobrenadante em caso de congelar a -202C até o momento de

uso.

Os soros controles e padrdes positivos e negativos devem tratar-se de igual maneira que as
amostras.

Caso os soros ndo sejam utilizados nesse momento, podem ser armazenados a -20° C e analisados

dentro da semana de tratados.

PREPARACAO DA DILUICAO DE GLOBULOS VERMELHOS

1000ul.

Preparar, em esterilidade, uma seringa com 1 ml de anticoagulante Citrato (ou Alsever 1X na
metade do volume que se precisa de glébulos)

Colher uma amostra de sangue de uma cobaia por puncdo cardiaca (4 ml + 1 ml
anticoagulante = 5ml totais).

Depois de finalizada a extracao, tirar a agulha da seringa (descartar em descarte de material
apropriado). Este procedimento se realiza para evitar a hemélise dos GR

Colocar o sangue em um tubo conico de 15 ml, estéril. Centrifugar a 1500 = 200 rpm, a 4-82 C
durante 5 £ 1 min.

Eliminar a fase liquida utilizando uma pipeta pasteur plastica ou pipeta automatica/tip de

Lavagem: resuspender o pacote de glébulos em PBS 1X e levar a um volume de aprox. 15 ml.
Centrifugar durante 10 minutos a 1800 + 200 rpm a 4-8° C. Realizar 2 lavagens. Descartar o
sobrenadante.

IMPORTANTE: A suspensdo de GR deve prepara-se fresca no momento de realizar o ensaio. Em cada
lavagem o sobrenadante deve manter-se limpido, a presenca de um tom avermelhado é indicador de
hemdlises e nesse caso os GR NAO s3o aptos para sua utilizacdo no ensaio.
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o Preparar a diluicdo de trabalho de glébulos: Primeiro se realiza uma diluicdo % (1 ml de
pacote de globulos mais 3 ml de PBS 1X) e depois, partindo desta diluicdo, faz-se uma
diluicdo 1/40 (1 ml da dil % mais 29 ml de PBS 1X). Deste modo se consegue a dilui¢do final de
trabalho de 1/120 ou 0.8%.

o Depois de feita a diluicdo de GR se procede a titular e a ajustar o Virus PI-3 a diluicdo de
trabalho mediante a técnica de hemoaglutinagao.

TITULAGAO E AJUSTE DA DILUIGAO DE TRABALHO DO VIRUS PI-3

1. Descongelar o virus em uso. Tomar uma placa fundo em U, carregar 50ul de PBS 1X em 2 filas
e carregar outra fila para o controle de GR.

2. Adicionar 50ul do virus de trabalho.

3. Realizar diluicdes ao meio, transferindo 50ul desde os recipientes 1 até 12.

4, Agregar 50ul da diluicdo 1/120 glébulos vermelhos em todos os recipientes.

5. Incubar a temperatura ambiente (20-27 2C) durante 1 hora.

6. Depois de visualizada a formacdo do botdo de gldbulos na fileira de controle de GR, pode-se
proceder a leitura.

7. O virus deve ter um titulo de 16 UHA/50ul (8 UHA/25ul). Se o titulo obtido for menor, dita
suspens3o NAO E APTA PARA O ENSAIO. Se o titulo viral for maior, diluir com PBS 1X e titular
novamente.

PROCEDIMENTO DO ENSAIO DA IHA

o Colocar 25ul de PBS 1X em toda a placa salvo na fila G.
o Adicionar 25ul do soro tratado nos recipientes F, G e H.

(Podem ser analisadas 12 amostras, por cada placa, da fila 1 a 12 com 7 diluicGes por amostra, ou se
pode usar a placa na posi¢do horizontal, em cujo caso serdo analisadas 8 amostras de Aa H com 11
diluicdes por cada amostra)

o Realizar diluicGes seriadas base 2, passando 25ul, da fila F até a fila A, descartando os ultimos
25ul.
o Os soros padrées se colocam de forma aleatdria entre as amostras. Os soros controles

positivos e negativos se colocam no final de todos os soros problemas ja tratados e do
mesmo modo que eles. Deixa-se uma coluna livre para realizar o controle de glébulos
vermelhos e outra para realizar novamente a titulagcdo de virus.

o Adicionar 25ul de virus na diluicdo estabelecida de uso (8 UHA/25 ul) em todas as filas, salvo
na H que ficard como controle de soro sem virus. Este ultimo controle cumpre a fungao de
detectar a presenca de atividade hemoaglutinante inespecifica nos soros problema.

o Incubar as placas com a mistura soro-virus durante uma hora a temperatura ambiente (24-

272 Q).
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o Adicionar 50ul da suspensdo de glébulos vermelhos (1/120) em todas as placas.
o Incubar a temperatura ambiente até a formacdo do botdo de glébulos na coluna de controle
de gldbulos.

LEITURA
A leitura se realiza por visualizacdo direta.

ACEITACAO DO ENSAIO (CONFORMIDADE)
Para que um ensaio se considere conforme devem cumprir-se os seguintes requisitos:

o A suspensdo de virus de trabalho deve dar um titulo de 16 UHA/50ul (8 UHA/25ul)
o O botdo de GR nos recipientes de controle deve ser sdlido
o Os soros controles e padrdes positivos devem dar o titulo esperado

(é admitida uma varia¢do de 1 diluigdo).

Os soros controles e padrdes negativos devem ser negativos.

Para determinar o titulo de uma amostra, ndo deve observar-se hemoaglutinagdo no
recipiente de controle de soro sem virus.

Serd tomado como ponto final da atividade do soro (titulo de Ac IHA anti PI-3) a inversa da
maxima diluicdo na qual o fendbmeno de hemoaglutinagdo tem sido inibido. O resultado final se
expressa em Unidades Inibidoras da Hemoaglutinacdo (UIHA). Este resultado se consegue
multiplicando a reciproca da diluicdo de ponto final da atividade do soro pelas unidades
hemoaglutinantes do virus utilizado (8 UHA). O resultado manifrestar-se-4 como o numero de
unidades inibidoras da hemoaglutinagdo do soro por unidade de volume.

Os bovinos que apresentem reac8es IHA de diluicdes inferiores a 1/10 (40-80 UIHA) serdo
considerados ndo reatores. Valores superiores a 1/80 (640 UIHA ou mais) representam resposta a
vacinac¢do ou a infecgdo natural.

As cobaias a utilizar na prova devem verificar-se como ndo reatoras para Ac IHA contra PI-3
bovino. Os resultados do titulo de Ac IHA obtidos a 30 dias pds vacinacdo deverdo ser expressados
como o logyo das UIHA a fim de avaliar a vacina.

RELATORIO DE RESULTADOS DE QUALIDADE IMUNOGENICA DE VACINAS DE PI-3 PROVADAS EM
COBAIAS E SOROS AVALIADOS POR HA

Os resultados podem ser interpretados e utilizados para classificar uma vacina no modelo
cobaia por IHA desde que se tenha prestado conformidade ao ensaio e se tenha um minimo de 5
animais para calcular o titulo médio de Ac induzido pela vacina.

O ensaio sera valido desde que os soros das cobaias imunizadas com a vacina de referéncia

denunciem um titulo médio dentro do nivel estabelecido determinado por uma carta de controle
com valor médio + dois desvios padrao obtido em 5 provas, no minimo.
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Para estabelecer a poténcia da vacina, calcula-se o titulo de UIHA de cada uma das 5 cobaias
vacinadas (inversa da diluicdo de soro multiplicada por 8). Depois disso cada valor individual se
transforma em log com base 10. As amostras negativas na minima diluicdo de soro ensaiada (1/5) se
expressam com um titulo arbitrdrio de 1, a fim dos célculos. A vacina se considera APROVADA

guando a média é maior ou igual a 1.50.

Tabela 2. Titulo de Ac IHA anti PI-3

Recipiente Ultima Diluicdo que | Titulo da amostra | titulo da amostra
apresenta IHA (UIHA/25 ul) (log10)
=dil * 8 = titulo da
amostra (log10)
G 5 40 1.6
F 10 80 1.9
E 20 160 2.2
D 40 320 2.5
C 80 640 2.8
B 160 1280 3.1
A 320 2560 3.4
Controles:

Controle positivo cobaia: Pool de soros de 5 cobaias vacinadas com duas doses de vacina
contendo 10’ DICTso/ml de PI-3 em adjuvante oleoso (Vacina de Referéncia) com um titulo de Ac

s de 2.80.

Controle negativo cobaia: Pool de soros normais de cobaia (soros de cobaias pré-imunizagdo ou

testemunhas ndo vacinadas).
Padrédo positivo: Soro de cobaia imunizada, com titulo de Ac IHA conhecido, preferentemente

alto 3.10-3.40

Padrdo negativo: Soro normal de cobaia.
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