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I. INTRODUÇÃO 

Em 1951, Frenkel' iniciou a produção de vírus da febre aftosa, cultivando-o 
em epitélio normal de língua bovina, para a elaboração de vacina. 

Essa nova técnica, que foi denominada "Método Frenkel", despertou logo 
grande interêsse em todo o mundo, principalmente na Europa, onde diversos 
pesquisadores iniciaram estudos para a obtenção desta nova fonte de vírus. 

No México, em 1951, Mace e cols." produziram vacinas com vírus de cul
tura, conseguindo bons resultados com sua aplicação. 

Fogedby e Johnson ', em 1952, elaboraram vacinas com diferentes horas 
de cultura, a fim de determinar a de melho,r poder imunizante, concluindo ser 
a cultura de 60 horas a que melhor antígeno produziu. 

Hendernson e Galloway ', em 1953, fizeram comparações entre vacinas pre
paradas a partir de vírus obtido pelo método Frenkel e vacinas produzidas pelo 
método Waldmann, chegando à conclusão que o vírus cultivado é tão antigénico 
quanto o produzido pela inoculação em bovino. 

Em 1953, Girard e Mackoviak 1 produziram vacinas em escala industriaL 
recomendando a técnica de Frenkel, principalmente pelo baixo custo de pro
dução e ainda pela certeza de que o vírus assim obtido permanece sempre com 
as mesmas características, eliminando as freqüentes misturas que ocorrem nos 
matadouros. 

Em 1955, Ubertini e cols. 1", trabalhando com vacinas produzidas a partir de 
vírus cultura e de vírus natural, concluíram pela superioridade do vírus natural, 
recomendando entretanto o uso do vírus cultura pelas suas vantagens econômicas. 

Ainda em 1955, Ackermann e cols. '· revelam resultados satisfatórios com a 
aplicação de vacina elaborada segundo o método Frenkel, mas em experiências 
de campo. 

Willems e Leunen 1", em 1956, produziram vacinas de vírus cultura, com a 
particularidade de também cultivar como semente amostras de vírus natural 
obtidas a partir de vírus cultura. 

Rivenson 13, em 1956, também efetuou estudos com vacina preparada a partir 
de vírus cultura. 

Em nosso País, as primeiras tentativas para a produção de vacinas com o 
vírus cultivado, pelo método Frenkel, foram efetuadas no Instituto de Biologia 
Animal, em 1955, não se podendo chegar a resultados conclusivos em virtude do 
pequeno número de animais utilizados, deixando entretanto bôas perspectivas. 

Em 1956 foi elaborada uma vacina com vírus "A", em colaboração com o 
Centro Panamericano de Febre Aftosa, que apres·entou resultados satisfatórios 
quanto à antigenicidade, porém sem aplicação prática por ter sido a dose utili
zada de 55 ml. 
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Em 1957, nova tentativa foi efetuada com uma amostra de vírus "C", porém 
desta vez a vacina não forneceu os resultados esperados, sendo atribuída a falha 
ao fraco poder antigénico da amostra. 

A presente comunicação refere-se a resultados obtidos com duas vacinas 
monovalentes "A", de cultura Frenkel, comparativamente a uma vacina mono
valente "A", tipo Waldmann. A diferença entre as duas vacinas de cultura 
consistiu somente no tempo de incubação do vírus. 

II. MATERIAL E MÉTODOS 

O método de cultura do vírus foi no essencial o de Frenkel, sendo as culturas 
preparadas em frascos Rícard de 500 ml. A incubação à temperatura de 37°C 
teve a duração de 24 e 64 horas. Epitélio lingual de bo,vino: O epitélio procedeu 
do Frigorífico "Anglo", localizado em Mendes, Estado do Rio. Chegando ao labo
ratório, o epitélio era co,rtado e lavado em água fisiológica (salina) por dez 
vêzes, em seguida em solução tamponada de fosfatos (pH 7,6) contendo anti
bióticos (penicilina e estreptomicina) e finalmente colocado em meio Frenkel, 
deixando-se em geladeira a 4°C até o momento de sua utilização. 

Meio: Em tôdas as culturas só usamos o meio de Frenkel (Baker modificado) 
com pH 7,6 , filtrado em Seitz E.K. 

Vírus: Amostra do tipo "A", denominada A-São Paulo, fornecida pelo Centro 
Panamericano de Febre Aftosa com 56 passagens em cultura. Em nosso labora
tório foi inoculada em bovinos sensíveis para a "reanimalização". Sofreu em 
seguida mais três passagens em cultura. 

Constituição das culturas: 

Meio Frenkel .............. . 
Epitélio fragmentado ...... . 
Vírus diluído a 1/10 ....... . 
Penicilina ................. . 
Estreptomicina ............ . 
Vermelho Fenol ............ . 

75 mi 
12 g 

9 ml 
50 000 unidades 

50 mg 
0,125 g/litro 

Camundongos: suíços brancos, oriundos de nossa criação. 
Bovinos: Mestiços, de 12 a 18 mêses de idade, pesando em média 120 quilos, 

provenientes de Marquês de Valença, Estado do Rio. 
Titulação das culturas: O crescimento do vírus foi controlado pela inoculação 

em camundongos de 7 a 9 dias, segundo o método de Skinner u, sendo o título 
calculado de acôrdo com Reed e Muench 12 • 

Tipificação: As culturas foram tipificadas pelo teste de fixação do comple
mento preconizado por Cunha e cols. 2 • 

III. RESULTADOS - CONCLUSÕES 

Foram elaboradas vacinas com vírus de 24 e 64 horas de incubação. Calcu
lou-se a quantidade de vírus de acôrdo com a técnica recomendada por Hen
derson 10 , que é baseada no conteúdo de vírus por dose vacinante, constando 
a mesma de uma concentração de 10-•·• DI"" para 50% de proteção e 10-1 · 3 DLo 
para 80-90% de proteção. Foi empregado o hidróxido de alumínio para a 
adsorção das vacinas. 

Para servir de comparação às vacinas de cultura foi utilizada uma vacina 
do tipo Waldmann, elaborada com esta finalidade. 

Os bovinos utilizados na comprovação foram previamente selecionados' pela 
prova de sôro-proteção em camundongos•, assim como pesquisada pela mesma 
técnica a evolução da taxa de anticorpos aos 7, 14 e 24 dias após a vacinação. 
No quadro I estão descritos os resultados referentes às provas de sôro-proteção. 
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A vacinação foi realizada pela via subcutânea, nas doses de 3 e 10 ml, tespecti
vamente para 50 e 80-90% de proteção, sendo os bovinos observados diàriamente 
até o dia da comprovação. 

Aos 24 dias de vacinados foram todos os bovinos inoculados em 4 a 6 pontos 
pela via intra-dermo-lingual com 10 000 DI .. de uma amostra do vírus "A" (A-470) 
isolada de um foco de febre aftosa, no Município de Barra Mansa, Estado do Rio. 

Durante a leitura, que se prolongou por 15 dias, não foram consideradas as 
lesões linguais. O quadro II sintetiza o teste da comprovação. 

IV. DISCUSSAO 

De acôrdo com o quadro I podemos observar que: 

1) Entre os bovinos que tiveram febre aftosa generalizada, nenhum apre
sentou diferença superior a 1 log entre a sangria anterior à vacinação e a 
realizada 24 dias após. 

QUADRO I 

tndices de proteção para o vírus "A" dos soros de animais vacinados e relação 
com a imunidade conferida após a infecção 

Número 
do Vacina Dose 

anhnal 
I 

141 
142 
143 
145 
147 
148 

163 
164 
165 
166 
167 
168 

146 
150 
151 
152 
154 
156 
157 
158 
159 
161 

153 
160 
169 
172 
173 
lH 
175 
177 
178 
179 

181 
182 
18:l 
184 
185 
186 

Frenkel 3 mi :$0,3 
Cultura de :$0,3 

24 horas :$0,3 
:$0,3 
::s;;o,8 
:$0,8 

Frenkel 3 mi o 
Cultura de 0,4 

64 horas o 
o 
0,5 
o 

Frenkel 10 mi 1,4 
Cultura de :$0,8 

24 horas ::s;;o,8 
:$0,8 
:$0,8 
:$0,8 
::s;;o,8 
:$0,8 
::s;;o,8 

a,5 

Frenkel 1,0 
Cultura de 1,0 

64 horas o 
o 
o 
o 
o 
0,5 
0,5 
0,5 

Waldamann 5 mi o 
o 
0,4 
0,5 
o 
o 

I - Sangria antes da vacinação. 
II - Sangria 7 dias após a vacinação. 

III - Sangria 14 dias após a varinação. 
IV - Sangria 24 dias após a vacinação. 
V - Diferença entre I e IV. 

ÍNDICES 

II 

:$0,5 
:$0,5 

0,7 
:$0,5 

0,7 
1,0 

;;;:4,0 
:$0,5 
:$0,5 
:$0,5 

1,0 
:$0,5 

1,7 
1,0 

:$0,5 
1,5 
1,4 
0,7 
1,0 
2,4 

:$0,5 
~3,3 

2,0 
~4,0 

1,5 
:$0,5 

1,0 
:$0,5 

0,7 
:$0,l 

1,1 
:$0,1 

~3,6 
0,3 
0,3 
1,3 
0,6 
0,1 

DE PROTEÇÃO Resultados 
da 

III IV V 
inoculação 

:$0,1 0,8 ~0.5 Sem reação 
O,fl 1,2 ~0,9 > > 
0,6 0,8 ~0,5 . . 

:$1,0 0,5 ~0,2 Generalização 
1,1 1,5 :2::0,7 Sem reação 
0,5 0,3 o Reação local 

~3,0 ~3,3 ~3,3 Sem reação 
1,5 1,8 1,4 Reação local 
0,5 0,3 0,3 Generalização 
0,7 0,7 0,7 > 
0,4 1,3 0,8 » 
o 0,8 0,8 > 

1,3 1,2 o Generalização 
0,6 0,3 o Reação local 

~a.o ~2,6 ~1,8 Sem reação 
1,1 2,1 ~1.3 Reação local 
2,1 1,7 ~0,9 > > 
0,5 0,8 o Sem reacão 
0,4 0,7 o Reação local 
1,4 2,1 ~1,3 > > 
o 0,3 o Generalização 

~3,0 ~3,3 ~2,8 Sem reação 

2,0 1,4 0,4 Sem reação 
~a.o ~3,3 ~2,3 > • 
~a.o 2,3 2,3 . > 

0,2 1,0 1,0 Reação local 
1,2 1,7 1,7 Sem reação 

~3,5 ~3,3 ~3,3 Reação local 
1,6 1,5 1,5 > . 
1,6 1,5 1,0 . • 
0,9 1,5 1,0 Sem reação 
0,2 1,0 0,5 Reação local 

~3,5 ~3,3 ~3,3 Sem reação 
0,9 0,8 0,8 Generalização 
0,5 1,3 0.9 Sem reação 
1,3 1,3 0,8 Reação local 
1,3 1,0 1,0 > > 

:::; 0,3 0,8 0,8 Generalização 
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2) Os que evidenciaram as maiores taxas de anticorpos encontram-se entre os 
animais que não tiveram nem reação local, com exceção do bovino n.0 174. 

3) Alguns bovinos não apresentaram elevação da taxa de anticorpos e mos
traram-se protegidos, inclusive o n.O 156 que nem reação local teve. 

4) De um modo geral, verificamos que os animais protegidos mostraram um 
aumento de anticorpos, 

Segundo nossos resultados, observamos que a prova de sôro-proteção tem 
um valor relativo, pois se todos os animais que evidenciaram sensível aumento 
de anticorpos se mostraram imunizados, alguns dos protegidos não revelaram 
aumento de anticorpos. l!:ste fato nos traz alguma insegurança na seleção prévia 
de animais a serem utilizados em provas de eficiência com vacinas contra a 
.febre aftosa. 

Com relação aos resultados do quadro II, verificamos: 

VACINA 

QUADRO II 

Resultados da comprovação 

Dose 
Número 

de 
bovinos 

:Reação 
local 

Se1n 
:reaç~,o 

% de 
Genera- proteção 
lização con trn. gene

ralização 
-·------ - ~ ---------1~- --·-- - . ~--------- -- ·--~--

1'renkel 

Cultura de 24 horas 

·Frenk.el 

Cultura de 64 horas 

Waldrnann 

Teste1nunhas 

3 ml 

10 ml 

3 ml 

10 ml 

5 ml 

G 2 

10 7 

6 5 

10 5 

5 4 

6 6 

4 83% 

3 2 80% 

4 33% 

5 o 100% 

2 2 6G% 

o 6 

1) As vacinas de cultura evidenciaram superioridade antigénica s·ôbre a vacina 
Waldmann tomada como comparação. 
2) A vacina de cultura de 64 horas de incubação revelou-se superior à de 24 
horas na dose de 10 ml, que foi estabelecida por nós para ser utilizada na 
prática, o que vem confirmar as observações de Fogedby e col. 4, Henderson 8, Uber
tini e cols. 1" e Frenkel •. 
3) Apesar dos melhores resultados obtidos com a vacina de 64 horas (100%), 
achamos que na prática não é vantajosa a produção de antígeno com êste 
período de incubação, porque: 

a) há maiores posibilidades de contaminação bacteriana; 
b) há maior dispêndio de tempo; 
cl há encarecimento do produto pelo consumo de energia, de "carbogeno" 
assim como pelo desgaste do material; 
d) A vacina de 24 horas de incubação também forneceu uma boa proteção 
(80%) que, segundo Henderson, é perfeitamente satisfatória para aplíc,açào 
no campo. 

4) Na dose de 10 ml, calculada segundo Henderson para 80-90% de proteção, 
ambas as vacinas confirmaram o que era esperado. Entretanto, na dose de 3 ml, 
que deveria fornecer uma proteção em tôrno de 50%, a vacina de 24 horas apre
sentou um resultado acima do previsto, sendo mesmo paradoxal, em comparação 
com a dose de 10 ml da mesma vacina. Embora de difícil esclarecimento, êste 
fato poderia encontrar sua justificação no pequeno número de animais utilizados 
na dose de 3 mL 
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V. RESUMO 

Os AA. realizaram experiências com vacinas monovalentes "A" contra a 
febre aftosa, elaboradas pelo método Frenkel, com culturas de 24 a 64 horas 
de incubação. 

A quantidade de vírus utilizada por dose vacinante, foi de 10-1·• DI50 para 
a obtenção de 80-90% de proteção, de acôrdo com Henderson. 

Os testes de eficiência das vacinas foram realizados pela pesquisa da taxa de 
anticorpos neutralisantes e pela inoculação de vírus em bovinos. 

As duas vacinas usadas demonstraram boa antigenicidade, havendo ligeira 
superioridade da preparada a partir do vírus de cultura de 64 horas de incubação. 

EXPERIMENTS WITH MONOVALENT TYPE "A" VACCINES AGAINST FOOT 
AND MOUTH DISEASE, OBTAINED FRON CULTURING THE VIRUS 

BY FRENKEL'S METHOD 

Abstract 

The authors performed experiments with monovalent type "A" vaccines 
against foot and mouth disease, made by Frenkel's method, by incubating the 
virus for 24 and 64 hours. 

The quantity of vírus used for each dose of vaccine, was 10-1· 3 DLo in arder 
to obtain 80-90% protection; this is in accordance with Henderson's work. 

The efficiency test of the vaccines were performed by titrating the neutraliz
ing antibodies and by inocculating the virus into cattle. 

Both vaccines used had good antigenicity. The one which was made from 
the vírus incubated for 64 hours was slightly superior. 
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