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I. INTRODUGAO



O planejamentc em agoes de saude preve, apds a fixag&o
das prioridades, a 1ns+rumen+allzagao dos recursos dleoanGlS
e a eleigao de tecnicas adequadas, visando o atendimento das
necessidades propostas em termos de beneficios a serem alcanga-
dos, através de controle de doencas e incremento da produtivi-
dade, tanto na espe01e humana como animal.

Na area da saﬁde? talvez com maior énfase, constata-
mos a amplitude, a multiplicidade e a importanoia crescente de
necessgidades, enguanto que 08 Trecursos q1qpon veils sao escas-
803, na maioria das vezes.

No contexto dos problemas de saude animal, em ambito
nacional, mesmo enfatizada sua caracte”istica de zoonose, ate
0 presente momento a tuberculose nao esta incluida nas doengas
de interesse prioritario.

Tnumeras JugulllcaulVE@ s20 apresentadas para tal ati-
tude, como a px evalencia maior de outras aoengas embora nao z0
onoses mas Ge maior significado economlco9 a CdLePCla de recur
sos humanos, materl ais e financeiros, a cotagao insuficiente
dos produtos necuarlob9 o baixo grau de cultura das populaqoeo
expostas ao risco e oubtras de menor 1mporuaﬂ01a.

B evidente que a falta de dlagnoq igo prpCLSO da ex-
tensao dos problemas sanltaflos, sociais e econdmicos acarreta
dos pela doenga em nosso meio, fundameﬁtaao em egtudos eplae-
mioléwicos coneretos, contribui para = caren01d de motivacao e
interesse no planejwmenuo e execugao de agoes visando contro-
lar ou mesmo erradicar a tuberculose animal, atendendo princi-
palmente a preservagao da saude humana, como ja o fizeram inu-
meros outros paises.



Todas as agoes orientadas no sentido do controle ou
da erradicagao da tuberculose humana de origem animal ou da tu-
berculose nos rebanhos, baseiam-se no diagnéstico da doenga
atraves das provas de tuberculinizagao. Mesmo a moderna apli-
oagéo de quimioprofilaxia em rebanhos de areas com alta ende_
micidade, nao dispensa a tuberculinizagao na avaliagao dos eX1
tos alcancados.

A tuberculina, como principal recurso diagnéstico em
tuberculose animal, deve merecer conveniente instrumentaliza-
¢ao. Pela adogao dos metodos e técnicas adequados ao alcance
dos objetivos propostos em termos de nossas necessidades, che-
garemos a controlar ou erradicar o mal de nossas populagoes.

O presente trabalho visa avaliar algumas qualidades
das tuberculinas de uso animal no pails e assim contribuir a sua
instrumentalizagao conveniente, como recurso teoﬂlco imprescin
divel no planejamento e execugao de futuras agoes visando o
problema da tuberculose, animal e humana, em nosso meio.

De modo especifico, foram avaliadas as seguintes qua
lidades:

=

excesso de preservativos;

no

egterilidade;

toxicidade ;

£ . {3 .
titulo bioquimico;

LS L V)
-

. titulo biologico.



IT. LITERATURA



Os objetivos do presente trabalho poderéo, a nosso
ver, melhor serem compreendidos, apés revisao smpliada da li-
teratura especializada. Ao lado dos objetivos especificos? nos
parece perfeitamente indicado razoavel pesquisa bibliogréfica
sobre tecnicas de produgaoe comportamento animal frente a rea-
coes alérgicas, no caso presente, tuberculinizagao.

Os primeiros estudos sobre tuberculina foram realiza-
dos por Robert Koch em 1890, segundo SCHLIESSER (1966) e cons-
tituem-se, indiscutivelmente, seu maior merito como peghuisa-
5 L) g

No inicio5 o autor tencicnava aplicar sua tuberculina
como medida medicamentosa curativa, porem o produto revelou-se
ineficaz como tal, mas de grande utilidade no diagnéstico da
tuberculose.

KOCH (1891) embora nao avaliando de inteiro a impor-
tancia e a repercusséo de seu trabalho, descrevia com clareza
2 reagao desencadeada por sua tuberculina, expressando-se da
seguinte maneira: "a pele de um cobaio tuberculoso tem compor-
tamento distinto da pele de um cobaio normal, guando lhes in-
jetamos, subcutﬁneamentei tuberculina™. O autor segue descre-
vendo suas observagodes, sugerindo conclusdes e a aplicacao te-
rapéutioa de seu produto.

" . (g s,
Il digno de admiragao seu trabalho, principalmente se
3 .o~ . , g .
nos reportarmos as condigoes de desenvolvimento tecnico-cien-
fini L
tifico de sua epoca.

A tuberculina e KOCH (1891), também conhecida como tu
berculina "velha" ou tuberculina "velha de Koch", ¢ aquela pro



6uzida em caldo glicerinado, 1nat1vada pelo calor e reduzida
20 decimo de seu volume por evaporagaog possuindo ao final cer
ca de 507 de glicerina. O pronrlo autor em seus trabalhos ori
ginais, Ja previa "que outras sa*stan01as acompanhavam a tuber
cullpa, como sais minerais, substancias corantes e outras subs
tancias extrativas uesconh601das. A substancia afjva e insolu-
vel em alcool absoluto, mas nao pode ser extraids totalmente
pura por egte processo, 9015 outras substancias extrativas des
conhecidas, também insoluveis em a4lcool absoluto, sempre as
acompanham".

Sérios inconvenientes sho atribuidos a este tipo de
tuberculina, como a sensibilidade e egpecificidade b&lX&u, en-—-
tre outrosy em sua maioria oriundos da taxa de protelna ines-
p901f10a incorporada ao produto durante o preparo.

A W.H.0. (1968) concede, internacionalmente, 2 tuber—
culina "velha de Koch" o nome de Tuberculinum pristinum.

DORSET (1934) descreveu novo tipo de tuberculina, de
meio Slntetl“09 concentrada pelo calor, "heat concentrated syn-
thetic medium", com sigla "H.C.S.M.", erroneamente de81gnada
por tuberculina "sinteética®. Contém todos os produtos metabo-
licos do desenvolvimento do ba01lo tuberculoso e ainda varieda
des quantltatlvas de poxlsacarldeos, seido nucleico, glicerol
e proteinas. O nltrogenlo protelco presente equivale, aproxi-
madamente a um décimo do nltrogenlo tOUal As impurezas presen
tes, ) parte dos derlvados de carne, nao participantes do meio
slntetlco, sao similares as presentes na tuberculina "velha de
Koch". Desta forma, ainda podem influir na especificidade e na
sensibilidade de suas reagocs, segundo STABLEFORTH & GALLOWAY
(1959).

Para DORSET (1934) porem, sua tuberculina era "nao S0
mente um produto muito puro sob o ponto de vista qu1m1co mas
ta.mbem9 julgado sob ponto de vista prat1009 mais potente e exe
qulvel que a "velha tuberculina de caldo glicerinado®.

SEIBERT (1934) desenvolveu a tuberculina “de deriva-—
dos protéicos purificados", conhecida por "P.P.D.¥, sigla de
"purified protein derivatives tuberculin®, referindo-se esta
ao produto obtido do crescimento do bacilo tuberculoso ou ou-
tros bacilos aWCool—a01do resistentes, em meios de cultura es-
peciais, llvrbs de DTOt91Ha enimal, que permitam a exclusao de
toda protelnD 1nﬂspc01flca, obtendo-se como produto final so-
mente a tubérculo- proteina produzida pelo metabolismo bacilar.

0 principio ativo desta tuberculina foi isolado e pu-



rificado através de precipita@&o por écido tricloro~acetico, a
partir de uma solugao de tuberculina pre aquecida, produzida
em meio 51ntetlco, posteriormente concentrada e lavada por ul-
tracentrlfugagao.

Seus caracteres fisicos e qu{micos indicam ser um de-
rivado protelco, de baixo peso molecular, nao antlgmnluo e por
tanto nao induzindo a nrodugao de ant1corposcnzsen31blllzagan,
mas altamente potente e GDPELlLlCO nos tegtes utaneos, ao con
trario das proteinas de maior _beso molecular, contldas em ou-
tras tuberculinas, as quais sao tipicamente substancias anti-
génicas.

A W.H.O0. (1968) _concede, internacionalmente, A tuber
culina "de derivados protelcos purificados™ o nome de Deriva-
tum proteinosum purificatum tuberculini.

IESSLIE (1961 e 1967) considera a tuberculina "P.P.D."
quimicamente mais pura que a tuberculina “velha de Koch", de
preparo mais econdmico e podendo sua poténcia ser padronizada
mais facilmente.

Outros autores pretenderam descrever novos tipos de
tuberculina, produzidos a partir do metodo "P.P.D.". Assim o
fizeram BRETEY (1951) precipitando a tubérculo—proteina por
acido S&llClllCO, BIRKHAUG e cols. (1952) por precipitacao frg-
cionada por WlCOOl e BUXTON & GLOWER (1939) por precipitagao
pelo sulfato de amonio. Na realidade sao variagaes da prépria
tuberculina "de derivados protéicos purificados".

BILLAUDELIE (1959) desenvolveu a "endotuberculina", um
complexo llpo—pollsaearldlﬂo-protelco, obtido de bacilos tuber
culosos vivos, através de congelamento dos mesmos a -562C e
reaquecimento a 402C, por vinte vezes seguidas.

GULD e cols. (1965) tenderam criar novo tipo de tu
berculina atraves da preﬂlpltaglo por scido e posterlormente
por alcool de concentrado nao aquecido, obtido por ultracentri
fugagao de cultura de bacilos tuberculosos do tipo humano. 0
sobrenadante ¢ o produto final, utilizado como tuberculina. Os
autores observaram seu emprego na espeble humana e declaram
que o produto induz a bem menor numero de reagoes naoﬂesp90111
cas, comparado com as tuberculinas comumente empregadas.

GRYS (1967) desenvolveu outro tipo de tuberculina “de
derivativos termoestéveis",conhecida cono "T.F.0."y 8igls de
"tubercle thermostable derivative®. 0 autor a descreve como
fragao da parede celular do bacilo tuberculoso. Utilizou o ti-



po humano do bacilo de Koch, morto pelo calor, extraindo a fra-
gao citada quimicamente ou por digestao atraves de enzimas. O
“?.T7.D." purificado demonstrou-se resistente a digestao por
pepsina mas suas propriedades antigénicas baixaran em 50% pela
digestao por tripsina. Quimicamente trata-se de um complexo
protéico polisacaridico-lipfdico, contendo 0,4% de fdsforo na
porgao nao-lipidica. O produto foi aplicado em bovinos tubercu
losos com sucesso pogitivo.

ARKHTPOV e cols. (1967 e 1968) demonstraram o emprego
das radlagoeq gama, por cobalto-60, na produgao de tuue“cullna
"velha de Koch" e de tuberculina ®P.P.D.”, em substituicao a
esterilizagao das culturas iniciais em au*oclave. Apés a fil=
tragao e envasamento das tuberculinas, sob vacuo, novamente em
pregaranm radiagaes gama a fim de obter estemlllzaﬂao dos ger-
mes de eventual invasao secundaria. Coelhos testados intensiva
mente com tuberculina "gama® nao demonstraram excesso de co-
balto-60, estroncio radioativo e potassio-40. Os resultados da
aplicagao desta tuberculina em bovinos corregponderam com 0S
achados "post mortem". A atividade biologica da tuberculina
"gama® nao declinou apés trinta e um meses de armazenamento.

0 emprego de wultrassom na produgao de tuberculinas,
para a obtengao da desintegragao bacteriana, foi demonstrado
por GALABOV & JANACKOVA (1960) e por ARKHIPOV e cols. (1967).
0 periodo de exposicao das massas bacterianas ao ultrassom era
de cinco a vinte minutos, com subsequente extracao das protei~
nas. Testes poste riores em cobaios e aves demonstraram resulta
dos satisfatorios com a tuberculina assim preparada.

SOTTMEIER e cols. (1969) desenvolveram a tuberculina
"de peptideos protoplasmaticos purificados", "P.P.P.", sigla
de "purified protoplasmatic peptides tuberculin™, de baixo  pe-
s0 molecular, com espec lflc]ﬁadk e sensibilidade superlol a tu
berculina “de derivados protéicos purlflcados" Na técnica de
produgao emprega--se uluracontLlfuﬂaan l+erbﬂb1a1 liofiliza-~
¢cao, congelamento, fracionamento e homog geneizagao celular, com
controle final por micirogcopisa eletronica.

Os esforcos foram concentrados na obtengao de maior

acuidade do p'oiuto, omparand0wse tuberculinas YRP.P.P.M @&
YEaP. %, ge varias esp601 es de'ﬂycobacterium, em animais sen-
sibilizados, bemn como obuurvag de linhas de precipitacao em

LY Ve ’
testes de agar-gel difusao, frente a antigenos homologos.

SZENT — IVANYT & TUBOLY (1971) descrevem um tipo de
tuberculina denominada "Setulin®, produzida a partir de cultu-



ras de lMycobacterium bovis, amostra, WANBNF apos hidrdlise em
Lemneratura de ebullcao e posterior <fracionamento dos filtra-
dos através de eletroforese. Fragcus comuns nas Nllerentes es—
pe01es ae Mycobacterlum como Ja demonstradas em reagoes cruza
das "in vivo"™ e "in vitro™ por testes 1munoeletr0¢oretloou, fo
ram_remov1das, sendo isolada uma #llcopfotelna esnec1¢1oa. Una
fragao espécie- espen1¢1ba, similar 2 descrita, foi isolada da
amostra "GH" de Mycobacterium aviua.

A especificidade e a sensibilidade dos métodos diag-
nosticos, segundo THORNER & REMEIN (1961) e, 1o caso especial,
das reagaes de tuberculina, estao sujeitas a uma série de per-
calgos, principalmente pelo numero de reagoes inespecificas
que ocorrem, classificadas como "paraalérgicas" e “pgeudoalér-
gicas" por SCHLIRSSER (1966 e sem data). As primeiras seriam
plovocadas por outvos tipos de Mycobacterium gque nao do tipo
mamllero ou av:Larlo9 classificados por Runhyon em 1955 como sa
prozltluoweaatlplcos,segundoNASSAL (1961)eSCqLIEJS R (1967).
Fatores nao relacionados com micobacterias seriam a causa das
reagoes “pseudoalérgicas"9 como gravidez, irritabilidade cuta-
nea no local de injeg%o, entre outros.

Para NYREDY ¢ cols. (1968) estas reagoes seriam me-
lhor denominadsas de “micobactéfio alergia®. Os autores afirmam
ainda, ser = sensibilidade & tuberculina, provocada Uelas ui“
versas espécies de Mypobarterlum, gempre usp90111c39 Ja que e
0 resultado de uma reagao cruzada, induzida pelos componentes
antigénicos comuns a estas bacterias.

Estudos imunoléwico) da Teagao alérﬂica a tuberculina
tem sido realizados por KANAT e cols. (1960), observando a ati
vidade alerﬂlsante de particulas intracelulares, da parede ce-
lular e liguido citoplasmatico de Mycobacterium tuberculosis.
As celulas intactas e as paredes celulares destas demonstraram
induzir o maior grau de hipersensibilidade a tuberculina. Rea-
coes alerqloas sigtémicas, tardias e Tatais, foram observadias
pela aamlnlacLagao de tuberculina “"velha de Koch" nos animais
sensibilizados com celulas intactas e com paredes celulares.

NORTON & ZIFF (1965) observaram ao microscopio eletrd
nieo a localizagao do antlﬂeno nas reaﬁoesde Juobr“ullnlzagao.
0 arclﬂeﬂo foi conjuﬂano 2 ferritina, sendo esta iocallva la ra
pidamente nos macrofagos antes da acumula cao  nos linfoe itos.
Foram observadas alupragoes aeﬂeneratlvas nos macrofaﬂo « O re
1a01onamento dao antheno pelos macy OLaﬂOS e a sub equente dege
neragio destes nao depende de sensibilizagao previa.
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Para WEISER e cols. (1970) a reagao alérgica a tuber-
culina & do tipo sensibilidade tardis. 3 reagoes desencadea-—
das em animais, necﬂssitam horas para se degenvolver e persis-—
tem dias depois da aplic a@ao do antlgeno de prova. O termo 6
utilizado em rblagao a0 inicio ds reagao, que se retarda, com—
parativamente as reagoes de outros tipos de sensibilidade.

Atualm,nte nada se sabe sobre os anticorpos hipotét;
cos, que se supoe sejam o causa da sensibilidade tardia. Sem
duvida e quase seguro que estes anticorpos existam gobre a2s
células ou no interior 4as mesmas, pois a SuﬂS’bllldadC é espe
c1flca e pode transferir-se, pa931vaJente, com celulas vivas,
mas nao com o soro de animais suscepbiveis.

0 valor ﬁiagﬂestibodo emprego de tuberculina diluida,
em bov*nos, a 250 a )OO unldades por doge de 0,1 ml, para a
01a¢1¢10agao de reagoes nao esneolf10139 foi confirmada pelos
trabalhos de BEDERKE (1960 e 1962). BRUHANN (1961) em seus tra
balhos recomendou o mesmo pfocedlmenuo.

PAVIAS (1865) demonstrou que o emprego de tuberculi-
nas diluidas apresenta dificuldades na diferenciacao entre bo-
vinos infectados com E; tuberculosis ¢ M. bovis. A dose minima
capaz de produzir reagoes positivas em animais infectados com
M. bovis situava-se entre 6 a 12 unidades de tuberculina. Nos
animais infectados com M. tuberculosis a dose necessaria foi
de 30 g 100 unidaded '

Posteriormente PAVLAS (1968) observou gque melhores re
sult adoo na tubercullﬂlaagao, com finalidade de &1ierencwagao
de reagoes 1nesp601f10ab, foram obtidos pelo _emprego de tuber-
culinas diluidas, em animais com infecgao nao especifica. Em
bovinos infectados com M. Dovis, porem, a confiabilidade da
reagﬁo diagnéstica com tuberculina diluida ge reduziu. Em ani-
mals infectados con V. avium a incidencia de reacoes positivas
3 tuberculina de mamiferos i IHLPHSlflcoum“G com o aumento da
concentragao desta tuberculina. Reagoes maiores que 3 mm ocCOr-
reram em 0,7% de bovinos inoculados como produto diluido; 4,5%
em bovinos inoculados com 5.000 unidades e 9,7% em bovinos com
40,000 unidades.

SCHLIESSER (1954) examinou o valor diagnéstico de tu-
berculinas diluidas na detecgao das infﬂcgaes inesnecifibas,
concluindo que, apés infecg%o com mic obauterlas aSDfOTltaS e
atipicas9 observam-se menor numero de reagoes 1neopb0lilcasg
quando do uso de tuberculina para mamiferos em dose de 500
unidades, ao invés das convencionais .000 unidades usadas na
Alemenhsa Ocidental.
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O problema da diferenciagao das reagoes inespecificas
em tuberculose, se agrava, segundo SCHLIESSER (1969), qaando a
prevaléncia das infecgoes nos rebanhos baixa para residuos da
ordem de 0,1 a 0, 2%, encon tranio ~ge, como e ponSQV91s, somen-
te mlbOba“"@flab 3aproflfaoe aflplcas<n1o Tbcobapterﬂum.avlum‘
Bstes aspectos preocnpam os pals~s que Ja estao em fase adian~
tada de controle ou mesmo erradicagao da doengsa.

Al“uns auuoreo descrevem o decrescimo de Oinabﬁlida
de nas reagoes dlﬂﬁnostjcao de tuberculina pelo emprego simul-
taneo de dosges concentradas e diluidas.

MEYN e cols. (1959 I e 1959 ITI) demonstraram que tu-
berculinas de mamiferos e de aves s, diluidas ao centésimo, eram
mala eop801¢1cas gque fubnrculﬂnas nao diluidas, na clarlflcau
gao de rea@oes inespe cificas. Quando do teste intradérmico de
tuberculinizagao em bovinos, na diluicao de 500 unidades por
0,1 ml, 100% dos animais tuberculosos reagiram positivamente.
Quando do teste simulténeo9 porém? com tuberculina uiluida 2
concentrada, 500 e 5.000 unidades respectivamente, s0 11% dos
animais tuberculosos foram positivos a tuberculina diluida en-
quanto 100% dos animais reagiram positivamente & tuberculina
concentrada.

PAVIAS (1965 b) estudou a agao depressora da tubercu-
lina concentrada de mamiferos, sobre a mesma tuberculina, di —
luida, inoculadas simultaneamente. Constatou que esta influén-
cia depressora depende principalmente das concentragaes das tg
berculinas empregadas. Enquanto injetarmos tuberculinas nas
concentrugges de 50 ¢ 5.000 unidades, respectivamente, observa
mos depressoes medias do valor da reagao de 0,5 a 2,0 mm. Quan
do 1n3ntamoe conrennragoes de 500 e 5.000 uni¢ades, observamos
qepquSO@S medias do valor da reaqao de 1,7 a 2,6 mm.

Outros autores, por sua vesz, nao obgervaram influén-—
cia negativa gobre a amplitude da reag%o de tuberculina dilui-
da, exercida pela tuberculina concentrada, injetadas simulta-
neamente.

Assim, KRESS e cols. (1960) afirmaram que em rebanhos
bovinog, TC“gvﬂbca na.o 35D&lelCOo sao detectados com maior fa
cilidade atraves de inoculag 20 simultanea de tuberculina, em
sua dose padrao de 5.000 unlﬂades ¢ de dose diluida ao centés;
mo, ou seja, 50 unidades.

MEYER (1961) expressou & mesma opiniao, nao encontran
do em suas observagoes, problemas que contraindiquen a apllca—
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¢ao simultanea de doscs concentradase diluidas de tuberculina,
para o0 esclarecimento de reagoes inespecificas.

PAVIAS (1966 a) conclui gue as doses mais adequadas
de tuberculina, para tegtes intradermicos, situam~-se entre £.500
e 10.000 unidades. Com estas doses, 95,8% a 96,5% dos animais
infectados deram reagoes vositivas, 2,9 a 4,6% deram reagoes
suspeitas e 0,5 a 0,87 deram falsas reagoes negativas.

OIORTEA e cols. (1965) observaram que testes simples
com "P.P.D.". mamifero, em doses de 1,00, 500 e 50 unidades
mostraram-se mais especificos porém menos sensiveis gue o tesgs-
te com 10.000 unidades do produuo. Ao reduzir o numero de uni-
dades por _ teste, nao foi p0331vel estabele»er wn limite de di-
ferenciagao entre reagoes naoc es specificase espe01+1uus, demons
trando, outra vez, que a redugao da concentragao de tuberculi-
na atuava baixando a sensibilidade do teste. A especificicade
aumentava e a sensibilidade decrescia quando era reduzida a con
centragao da tuberculina. O teste simples com 10.000 unidades
de tuberculina de mamlferos, por dose, apreseqta alguma inespe
cificidade, a qual pode ser superada atraves do teste 51mulba
neo de 10.000 unidades de tuberculina de mamiferos e 2.500 uni
dades de tuberculina aviaria. Cinco mil unidades de tuberculi-
na de mamiferos, por dose, foram também igualmente especificos
em rebanhos bovinos isentos da doenga ou com alto grau de in-
fecgao. Assim sendo, a dose de 5.000 unidades de tuberculina
de mamiferos é recomendada para o teste simplosg enquanto do--.
ses de 10.000 unidades 4e tuberculina de mamlfe*os e 2,500 uni
dades de tuberculina aviaria para o teste simultaneo comparati
VO

Segundo GHILARDI e cols. (1967) a d senoib'lizqgﬁo
de bovinos a tuberculina pode ser obtida medlante a apllcagao
de grandes doses de produto, por via subcutanea. Esta dose Ges
sensibilizante pode ser de 400.000 a 300,000 unidades de tuber
culina. Injegoes 1ntracernlcao subsequentes de 5.000 a 50.000
unidades de "P.P.D." nao produziram reagoes positivas.

A Orﬂan17aoao Jhandial da Sauue (0.M.8.) atraves de
seus laboratdrios internacionais de referéncia, fornece padroes
liofil 1za&os, com 100,000 unidad les 1ntpvna01onais de tubérculo
—protelna por ml, corresgpondendo 3 L,O mg de tuberculo-- roLeln
na/ml nas amostras para uso el mamiferos. As auogtrag avia.:
rias de tuberculina padrao contém 25,000 unloades internacio-
nais de tubérculomproteina por ml, correspondendo a 0,5 mg de
tubérculo-proteina/ml. (AI\TON., 1970) (“tODRIGUr‘Z 1872). Segun-
do estas fontes, a tuberculina para usoc em mamiferos ¢ produzi



da com amostras "PN", "DT" e "C" de Mycobacterium tuberculosis
e L. = 2 h 3

e a_uubergullna para uso em aves, com amostras "Iy" de llycobac

terium aviumn.

Na Africa do Sul, KILEEBERG & MUBLENAERE (1969) infor-
mam da utilizagaO da amos tro "20. 485" de Mycobacterium avium,
para o "P.P.D." de uso aviario. Ista amostra e sulmafrioana,
possuindo maior espectro que a“h%}‘vael icidagao das infecgoes
por micobactérias nao de mamifer ~0S, para uso no homem e nos ani
mais.

YER (1962) avaliou, através de titulagao biologica
em covaios, nove amostras de tuba¢cu1ina, de distintas origens
internacionais, encontrando uOH%ldPL&VElS diferengas. Em amos-
tras de tuberculina para usc em manifer ou,ck1¢checoe3¢ovaqu1a,
encontrou 212,000 unidades por ml; em amostra inglesa 156,200
unidades por ml; em wma amostra polonesa 40.200 unidades por
ml; em amostra hungara 71.700 unidades por ml; em amostra da
Alemanha Ocidental encontrou 59.000 unidades por ml; em amos-
tra dinamarquesa 46.130 unidades por ml; em amostra holandesa
78.000 unidades por ml ¢ em amostra francesa 71.154 unicdades
por ml.

PAVIAS (1966 e) constatou gue seis amostras egtrangei
ras e duas nacionais tchecas possulam duas vezes a trés vezes
mais poténcia que a amostra padrao obtida na Alemanha Ociden-
tal.

Caracteristicas de tuberculinas animais empregadas en
varios paises estao representadas, resunidamente, no QUADRO I.

. . 5 ~ -~
ATguns aspectogs intimamente 1ligados a preservagao €
estabilizagao das tuberculinas, sao a seguir revistas.

GEISSIER (1959) constatou gque o simples congelamento
de amostra "P.P.D." baixa consideravelmente a poténcia. Quando
submetida a congelamento e descongelamento por seis vezes, a
poténcia reduzia-se por volta de 50%. Por outro lado, nao era
afetada pela exposigao da tuberculina & G42C, por 16 horas.

Para PATTRRSON (1960) a ragwo lipidica da tuberculi-
Ay 4
na aparentemente incrementa a te ndéncia de adsorgio a superfi-
cie do vidro das ampolas.

SCHNEIDER e cols. (1962) encontraram decréscimo de
atividade de 36,1% em tuberculina "P.P.D." contendo 5.000 uni-
dades por ml, armazenadas em mepevatu"a ambiente, no perfodo
de um ano. Por outro lado os aubtores nao comprovaram perda de
poténcia alervenlca em tuberculinas concentradas, estocadas em
temperatura ambiente e em refrigeragso, o que constataram em tu
berculinas diluidas, egtocadas em refrigerador.
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Segundo BIEIKER & GRIEP (1 965) a gelatina, embora evi
denciando maior seguranga e extensao nas reagoes alerplcas do
que o “"Tween 80", nao se tornou um substituto adequado para es
te. Tuberculinas "P.P.D." para uso humano, usadas para detec-
tar =zensibilidade especifica, ou tuberculinas "B.P.D.™ da uTﬁO
aviério, para detectar sensibilidade nao °Sp€0lflC? na ebp901e
humansa, demonstraram incremento do tamanho das reagoes9 gquando
do uso de gelatina com estabilizante, em pessoas com manor
grau 1@ sensibilidade do gue naquelas com forte sensibilidade
a reagao.

Segundo LANDI e cols. (1966) o grau de perda de poten
01a das tubercullnas esta relacionado cmno tempo de estocagem,
8 ares da quperflole interna total do continente, tipo e tama-
nho deste, bem como com a temperatura de armazenamento. A adi-
gao de 0,005% de "Tween 80", detergente nao 1onlco Toi sufi-
ciente para prevenir a adsorgao, numper1 odo de 12 meses, com
armazenamento a 10 ou 12°C. Uma diferenga centesimal na concen
trgyao do detergente nao afetou o tamanho da rgagao cutanea em

cobgios sensibilizados com "B.C.G."

IESSLIE (1968) demonstrou que solugSes concentradas
de tuberculina "velha ie Koch"™ e "P.P.D.", quando armazenadas
em depésitos adequad ,a 49C & na obscuridade, conscrvam sua
atividade por um perlouo de dez anos. A adsorgao de matcr1a7
ativo pelas paredes do vidro, faz perder mais pobeHCWa 2 tuber
culina "velha"™ do que a "P.P.D.". O autor tambem conclui que
ngo ha razso para 0 uso, em nenhuma c1rcunstan01a, da tubercu-
lina "velha de Koch", em lugar do "P.P.D.".

TOMAN e cols. (1963) descreveram o emprego da gelati-
na como eotablllzalor? embora ainda haja significativa perda
de poténcia, Dorem menos acentuada. A agao da gelatlna "in vi-

vo" seris fraca ou nula, o que a indicaria ao inveés do "Tween
807, que tem agao depressora, especlelmentpxuv*veagaes débeis.
Os autores também relatam que ampolas parci almente “helas favo
rescem maior adsorgao das tubérculo-proteinas a superflcie do
vidro, sendo, nestes casos, melhor exercida a agao estabilizan
te da gelatina.

TANDT e cols. (1968) estudaram a atividade antimicro-
biana do fenol e chinosol (sulfato de 8 - hidroxiquinolina) em
tuberculinas. O fenol a O 3% revelou ma1or atividade, com es-—
pectro mais amplo. Sua ooncentragao nao se alterou durante 24
meses, armazenada a 5 ou 3792C. O chinosol diminuiu de ativida-
de em 30% nos 24 meses 2 52C, formando depésitos cristalinog
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pela reagao do 8 - hidroxiquinolina com ind{cios de metal pre-
sentes na solugao de tuberculina. O fenol nao formou precipita
do. Em consequencia, os autores sugerem o usodo fenol como pre
servativo em tuberculinas.

LANDRT e cols. (1970) nao observaram diferengas no pro
blema da adsorgao, em tuberculinas "P.P. D.“, preparadas pelo
metodo de pr601p1tagao com sulfato de amonio, por acido triclo
roacético ou por “OleDaQaO de ambos. Os autores observar "em qua
renta e duas substan01as? entre eWasc)“TWLen gov, quanto a sua
eficiencia em prevenir adsorgaochetuber“ulo—nrotelna ao vidro,
em solugoes diluidas de "P.P.D." a 50 unidades pormle "P.P.D."
marcado com C14. Os melhores resultados foram obtidos com agen
tes tensoatlvos nao 1on1cos, com alguns ionicos e com certas
substancias de baixo peso molecular foi infimo ou nuloc. O pro-
cesso de marcagao das proteinas com 014, carbono radioativo,
foi elemento valioso para estudos desta natureza, principalmen
te quando de armazenamento longo.

A Organlzagao Mundial da Saude _sugere tecnlcas inter-
nacionails para a avallagao e padronlzagao bloqulmlca das amos-
tras de tuberculina, descritas em ANON. (1967).

A avaliac@o e padronizagao bﬂoloplcalntern30lona1das
amostras, mediante testes comparativos com preparagoe% padroes
internacionais, f01 descrita por MILES (1951). Segundo este au
tor, os testes sa0 realizados em cobaios sensibilizados 3 tu-
berculina, procurando-se obter preparagoes que produzam n0S 3n1

mais reagoes da mesma intensidade e tamanho que as preparagoes
de tuberculina pairao.

CEDRO e cols. (1963) demonstraram os varios mé todos
de sensibilizagao de cobaios ao Mycobacterium, com finalidade
de executar as provas blologlcas. Os autores preferem o metodo
do sen31b111219ao com ba01los mortos, suspensos em paraflna,
Ja que o grau de reagao % tuberculina n3o variou muito nos va-
rios métodos observados.

Estudos semelhantesforamxealizadosporI%VLAS(1966dL

VAIETTE e cols. (1968) descreveran a produgaodx tuber
culinas de vArias espccies pthﬂenlcaa, atipicas e saprofltas
de Mycobactewlum e seu emprego na +r1;gem das 1n1ecgoes por es
tas especies, atraves de teates alerglcos em cobalios pre sensi
bilizados. Descrevem, também os processos de padronizagﬁo bio-
quimica e biolégica.

Para STABIEFORTH & GALLOWAY (1959) os experimentos de
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laboratorio em tuber ~culina, quando executados em cobaios, for-
necem 1nformagoes somente sobre o controle do metodo de prepa-
“agao e indicam se Toram cometidos erros como, con+am1nagao de
amostras, entre outros. Bstes testes nao dariam indicacgoes do
comportamento da tuberculina aplicada em bovinos. Se detectar-
mos baixa poten01a em cobaios, a partida certamente tera tam-
bem baixa Dotencla ein bovinos mas se a tuberculina tiver efi-
ciencisa padrao nos cobaios, isto nfo significaré? obrigatoria-
mente, gque O mesmo se repetiré em provas a campoO.

Experimentos em bovinos, embora apresentando bem me-
nor acuidade que em cobaios, dao boas 1nLormago s sobre a natu-
reza qualitativa das tuberculinas nas esp601es as quals se des
tinam. Og trabalhos de HANSEN e cols. (1964) também concluem
que a potén ig das partidas de tuberculina deve ger observads
sob as condlgoes para as quais estas foram produzidas.

PAVLAS (1966 c, 1966 f) descreveu a avaliacao da po-
tencia de tuberculinas em bovinos. Para a titulagao de cada
partida 520 necessérios, no minimo, guinze animais ‘tuberculo-
g0s, infectados natural ou artificislmente.

Atualmente, a 0.M.S., procurando uniformiza; 0s procg
dimentos internacionais, recomenda a Dauronlzayao blO]Oglba em
cobalos sen31b1112aaos a0 Mycobacterium, como mais xequlvel,
economico e de faCll.pauronlvagao. (ANON. sem data).

MAALﬁE & JERNE (1952) descreveram generalidades sobre
a padronlzqgao de produtos blologlcos.

A avaliagao estatistica aa po*éncia das tuberculinas
testadas, em relacao as amostras padrao internacional, baseada
na teécnica de experimentagao em blocos arranjados 2o acaso, foi
descrita por ILEECH & GRUNDY (1953).



QUADRO I - ALGUMAS CARACTERISTICAS DO PADKHAO
DOS TIPOS DE TUBERCULINA EMPREGADOS EM ANIMAIS,
BRASIL B EM OUTROS Pafsks.

WEFATUIRE A T TN 4 7
IRTEANAC TONAL

rafs TIPO ORIGEM |U.I.T/ml| CONSERVA(ZO
Padrao internacio P.P.0 maméfera 100.000! liofilizada
nal (ANON.,1870 = P.P.D. |laviaria 25.000] liofilizada
RODRIGURS, 1972).
Bragil (M.AGRICUL! P.P.D. |mamifera 5.000! liquide
TURA, 1671; OLIVEI isintetics|mamifersa ? liguids
RA, 1971 e LANGE- |velha de
NEGGER, 1971) Koch nanifera 2 1iquids
Alemanha Ocidental sintética maméfera 50.000 liquida
(GLASSER, 1961 e |sintetica|aviaria 2.500! liquide
ESCHLIESSER,1966)
Alemanha Oriental
(RICHTER, 1961, P.P.D. |mamifera 5.000| liofilizada
1963) -
Australia (DAVID- | . .. . . 5
SON, 1965a,b) sinteticaimamifera; 100.000 .
Canada (DAVIDSON, | . . . ¢ —
1965, a,b) sinteticamamifera 20.500 7
Franga (VUILLAUME,| . . 2+sca|mem{fera]100.000 >
1960)
Africa do Sul (KIE| P.P.D. |mamifera| 70.000| liquida
EBERG & c0l.,1969)} P.P.D. javiaria 25.,000) liguida
Japao (SCHILIESSER| . .<¢:cnlnanifers| 100.000| 1{quida
8/data)
Nova Zelandia {SCH!velha de ‘ _ e
LIESSER, s/data) —— mamifera; 100.000| liguida
Portugal (SCELIES- .y o -y
SER, s/data) P.f,D. mamifersa 25.000| liquida
B.U.A. (SCHLIES- e ¢ | e

( SCHLIES gintetica mamifera| 100.000! liquida

SER, 8/data)

s

fed L



TII. MATERIAL E METODOS
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Inicialmente buscamos 1nformagoes junto a Divisao de
Defesa Sanitaria Animal do Ministério da Agricultura, sobre as
tuberculinas de uso animal produzidas e ou utilizadas no pais.
OLIVEIRA (1971) forneceu-nos dados sobre duas amostras _regis-
tradas naquele orgao. Posterlormente obtivemos informagoes go-
bre outras duas amostras junto as fonteg, produtora e distri-
buidora, regpectivamente.

As amostras de tuberculina padrao internacional para
mamiferos e aves foram solicitadas aos centros internacionais
de referéncia no assunto, "Central Veterinary Iaboratory®* em
Weybridge, Inglaterra, "Staatens Seruminstitut™ em Copenhagen,
Dinamarca e "Centro Panamericano de Zoonosis"™, Buenos Aires,
Argentina.

As amostras de tuberculina esgtudadas possuiam as se-
. (4 =
guintes caracteristicas:

1. quanto a sua origem:

S as amostras padrao internacional para mamife-
ros e aves, origlnarlabdﬂs Qrgaos internacionais de referencia.

1.2. uma amostra de produgao oficial por orgao fe-
deral, no pais.

1.3. duas amostras produzidas por organizagoes ofi
s sz . 4
cials estaduals, no pais.

l.4. uma amostra produzida por orﬂanlvagao partlcu
lar estrangeira, distribuida e empregada no pals por orgao eg-
tatal.

2. quanto a sua apresentacao:
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2.1. as amostras padrao internacional apresentaram
se liofilizadas, em ampolas, na quantidade de 10 mg por ampola.

2.2+ 8 anos+ra estrangeira apresentava-se llqulaa,
em frasco de wvidro p¢opr10 para envase de uubercullna (carpu--
le), em volume de 1,8 ml, sem referéncia ao numero de doses.

2.3, uma das amos+ras nacionais produzida por or—
gao estadual, apresentava-se llqaldlg em frasco de vidro com
fechamento de borracha, em volume de 1,0 ml, sem referéncias
a0 numero de doses.

2.4. outra amostra, de produgao oficial estadual
no pals, apresentava-se 110u1da, concentrada, em frasco de vi-
dro, tipo penicilina, acompanhado de frasco do mesmo tipo con-
tendo.diluente, ambos com fechamento de borracha e cépsula de
alum{nio; 0s volumes do concentrado e do dilvente eram de 2,0
ml e 18,0 ml respectivamente, para diluicac final ao décimo,
num total de 40 doses.

2.5. a uostra nacional de produgao oficial fede-
ral apresentava-se liquida, em frasco de vidro tipo penicilina,
com fechamento de borracha e capsula de aluminio, em volume de
2,5ml, sem referéncias ao numero de doses.

2.6. todas as amostras possuiam indicagao quanto
a0 prazo de sua validade.

2.7. somente uma das amostras nacionais possuia
instrugao quanto ao armazenamento correto.

3. quanto ao tipo de tuberculina produzido e seu des-~

tino, segundo os produtores:

3.1. tuberculinas padroes, tipo "P.P.D.", para uso
em mamiferos e aves.

3.2, tuberculina "livre de albumose™, para uso em
bovinos.
3.3. tuberculina "brutzs", idem.
4. tiberculing “P.P,D.", idem.
3.5. tuberculina "de meio sintetico™, idem.
4. quanto ao tipo de Mycobacterium utilizado na produ
gao:

4.1, o padrao internacional para mamiferos foi pro
duzido com Mycobacterium tuberculosis, tipo humano, amostras
WpN®, WDTY e “(W: o padrao internacional para aves foi produzi
do com Mycobacterium avium, amostira “D4".
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4.2. segundo informagao oficial, as duas amostras
registradas no ngao controlador foram produzidas com Mycobac-

fterium tuberculosis, tipo humano, amostras “PN", “DI" g "(C%,

4.3. a outra amostra de origem nacional também &
produzida a partir deste tipo de Mycobacterium, segundo infor-
magao pessoal.

b} .
* 4.4. nada consta em relagao 2 amostra de tuberculi
na de produgao estrangeira.

5. quanto ao titulo bioguimico e biolégico fornecido
pelos produtores:

5.1. o padrao internacional para mamiferos possui
KOG OOO unidades 1nternaclonals de tuberculina por ml e 2,0 mg
de tube rculo~prote1na por ml; o padrao internacional pars aves
possui 25.000 unidades dinternacionais de tuberculina por ml,
em 0,5 mg de tubérculouproteina, por este mesmo ml.

5.2. uma das amostras nacionais possui valor decla
rado de 5,000 unidades 1ntern301onals de tuberculina por ml na
da constando quanto ao seu titulo bzoqulmlco.

5.3. a amostra estrangeira possuili valor declarado
de 50,000 unidades internacionais de tuberculina por ml, nada
constando quanto ao seu titulo 01oqu1m1co.

5.4. as outrau amostras nacionais nao possuem refe
» .
rencia quanto ao seu titulo bloqulmloo e blolOﬁlco.

6. quanto a presenga de preservativos:

6.1l. uma das amostras nacionais continha declara-
¢ao do acrescimo de fenol na concentragao de 0,5%.

p

6.2. ags amostras restantes nada continham sobre es
te procedimento.

=5

7. quanto a presenga de estabilizadores:

T.l. nenhuma amostra possuia declaragao do emprego
de estabilizantes como o "Tween 80", gelatina e outros.

7.2. nao foram realizados testes @spe01f1ﬂ0g para
pesquisa dOs mesmos.

Algumas gqualidades Jas amostras de tuoerbullnq encon-
tradas foram avaliadas atraves de metoﬂos ﬂleOblOlOglCOS, me-
todos de tluulagao biogquimica e bwologlca bem como 1nooulagoes
experimentais, descritos como segue:



1. Métodos Microbiolégicos:

l.1. De Microscopia:

1.1.1. direta, de preparagoes a fresco, das
diversas amostras de tuberculina segundo tecnicas descritas
por ROLIE & MAYR (1966), num totalde quatro montagens (uma por
amostra).

1.1.2. de preparagoes segundo o metodo de
GRAM, descrito por BIER (1S 70) num total de doze montagens
(tres por amostra).

1.1.3. de preparagéo segundo o metodo de
ZIBHIPYBEIS?BS descrito por WINKIE (1955), num total de doze
montagens (trés por amostra).

1.1.4. de preparagoes segundo o método de
STAMP, descrito por ROLIE & MAYR (1966), num total de doze mon
tagens (trés por amostra).

Le2. Qulturais:

1.2.1. para pesquisa de bacilos alcool-acido
resistentes (B.A.A.R.) em meio de PETRAGNANTI, descrito por
WINKIE (1955) por semeadura direta, num total de quatro tubos
(um por amostra) e apos enriquecimento e tratamento por acido
acetico a 1%, num total de oito tubos (dois por amostra).

1.2.2. para pesquisa de enterobactérias:

l.2.2.1. em meio de GASSNER, descrito
por WINKLE (1955) e ROLLIE & MAYR (1966), num total de guatro
placas (wna por amostra).

1.2.2.,2. em meio de MAC CONKEY, descri
to por DIFCO (1968), num total de quatro placas (uma por amos-
tra).
1.2.3. para pesquisa de outros germes aero-
bios, segundo métodos descrltog por ROLLE & MAYR (1966):

l.2.3.1. em meio de enriguecimento, num
total de gquatro tubog (um por amostra).

l.2.3.2. por semeacura direta em agar
sangue:
l1.2.3.2.1. para estudos quan-
titativos, num total de quatro placas (uma por amostra).

1.2.3.2.2. para estudos quali
tativos, num total de quatro placas (uma por amostra).



1l.2.4. para pesquisa de germes microaerofilos
e anaerobios:
l.2.4.1. em meio de TAROZZI, segundo
BIER (1970), num total de doze tubos (trés por amosira).

N 1.2.4.2, em meio agar sangue com incu-
bagao a 379C, sob tensdo parcial de 0., pelo método de ZEISSIER,
modificado, segundo ROLIE & NMAYR (§966), num total de quatro
placas (uma por amostra).

1l.2.5. para pesquisa micolégica, em meio de
SABOURAUD, descrito por MEHNERT (1955):

Lo @u D0 0 visandoestudosquantitativos,
mum total de quatro placas (uma por amostra).

1.2.5.2. visando estudos qualitativos,
num total de quatro placas (uma por amostra).

2. Inoculacoes experimentais:

2.1l. para pesquisa de Mycobacterium vivo, segundo
0 metodo descrito pela W.H.O. (1968):

Zediwilie DL inoculagaoentdois cobaios por amos
tra de tuberculina, com cerca de 350 a 450 gramas de peso, cli
nicamente sadios, num total de oito animais.

2.1.2, pela via subcutanea, na dose de 0,5 a
1,0 m1 de tuberculina, na plica praegenualis".

b
fim de serem detectad
morte.

3. com observagao durante seis semanas a
08 wsinais clinicos de doenga ou mesmo a

.oA
2.1.4. no caso de morte ou mesmo sobreviven-—

. i . 5 b 5 2 e
Cla,; 0s animals devem ser submetidos 3 necropsia e inspecgao
ao final do teste.

2.2. para pesquisa de toxicidade ndo especifica das
amostras de tuberculina, segundo método descrito por LESSLIE
(1961):

2.2.1. por inoculagao em dois cobaios por amos
tra de tuberculina, com cerca de 350 a 450 gramas de peso, cli
nicamente sadios, num total de oito animais.

2.2.2, pela via subcutanea, na dose de 05 &
1,0 ml de tuberculina, na "plica praegenualis®.

2.2.3. com observagac durante quatro dias a
fim de se detectarem sinais de intoxicagao ou morte.
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2.3.4. as amostras sao consideradas aprovadas
quando nao se obgervam problemas no periodo previsto.

’ = o . £ .
3. Metodo de titulagao bioguimica:

3.1. para a determinagao quantitativa das ng de tu
berculo- protcin presentes porml de tuberculina, segundo ANON.
(1967):

3.1.1. pelo emprego do método do biureto modi
ficado.

3.:1.2. utilizando como Jolu%ao padrao a. tuber
culina "standard® ‘nterﬂauional e tambem o soro padrao para de
terminacao de densidade Otica por fotocolorimetria.

3.1.3. fazendo-ge a leitura por espectrofoto-
metria, determinando-ge a densidade otica das amostras estuda-
das e da amostra padraoc.

3.1.4. calculando-ge a concentragao final de
I d I . ~
tuberculo--proteina por ml das smostras estudadas em relagao ao
valor da amostra padrao.

4. Método de titulagao biologica:

(95 S

4.1l. pars ﬁetermina@io quantitativa, em cobaios,
das unidades internacionais de tubércuTo-prote’na (Oel+T) pre
gsentes por ml de tuberculina, semundo método deserito por SCH-
LIESSER (1966), W.H.O. (1968) e ANON. (sem data):

4,1.1. pela sensibilizagao dos animais, clini
camente sadios, com cerca de 350a 450 gramas de peso, albinos,
com uma suuﬂensaq de Mycobactellum Vivo, tras de mamiferos
WENY ¢ WhEe na dose de 0,5 ml de uma suopensao, administrada
por via sabcutanea, na ”pllca praegenualis®, com perlodo de in
cubagao de seis semanag, quando se observa tuberculose genera-
lizada e infartamento do angllo inguinal. Utilizaram-se +trin-
ta cobaios no tesgte bloiogico.

4.1.2. pelo preparo dos BnlJ&lS para o teste
propriamente dito, atraves de depllagao mecanica maxima de seus
flancos esquerdo e direito (uso de maqulna elétrica com pente
wlw, wQW g “QQ") e a identificagao ios mesmos atraves de fita
adesiva no pavilhao auricular e de mimero a tinta dermografica,
na parte posterior do flanco depilado.

4,1.3. pela montagem das diluigaes das diver-
sas amOQuraa de tuberculina e da amogtra _ba drao interracional
para :na.mlibzos9 mediante emprego de solugso fisiologica de clo
reto de sédio, tamponada por fosfatos em pHT,3 conforme demong
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trado nas TABELAS Ie II, visando obtengao de diluigoes finais
de 50, 25, 10, cinco; 2,5 e uma unidade internacional de tuber
culina por dose de 0,1 ml respectivamente. Obtiveram-se assim
trinta diluigSes, idenvificadas da seguinte maneira, conforme
sua origem:

I

- amostra I diluigoes numero um a seis

formandoc o pri-
- amostra II = diluigoes numero sete a doze

melro grupo de
doze cobaios.

- 3 Lt 2 =]
- amostra ITI = diluigoes numero 1' g &Y formando o segun
. . 2 r . —
- amostra IV = diluigoes numero 7% e 12! do grupo de do--
ze cobaios.

- amostra padrao internacional = diluigoes numero 1" a G® , to-
madas duas vezes, formando o terceiro grupo de seis cobaios.

4.1.4. pela determinacao de doze locais de ino
culagao nos cobaios, denominados de A a L fespectlvamentey de-
monstrados na FIGURA T.

4.1.5. pela distribuigao ao acaso, com restri
gSes, dag diversas diluigSes de tuberculina por local nos co-
baios, evitando repeticoes de diluigao por local, como demons-—
tram as TABELAS III, IV e V, correspondentes aos grupos descri
tos no item 4.1.3.

4.1.6. pela montagem das TABELAS VI, VIII e X,
de inoculagao e lbltula, nelas constando:

4.1.6.1. o tipo de Mycobacterium wbili
zado na infecg¢ao dos cobaios.

4" 065

2. a cdata da sensgibilizagao.
4.1.6.3. a data da realizagao o teste
. L N ~
biologico, pela tuberculinizaga
4.1.6.4., as amos
testadas e a identificagao de suas diluic

ras de ‘btuberculina

4,1.,6.,5. a tuberculina padrae utilizg-
da e seus titulos biologicos e bio ulmico.
[}

4.1.6.6. distribuicao das diversas di-
luigoes, pelos diversos locais, nos diversos cobaios, conforme
orientagao fornecida pelo item 4.1.5

I [ g local do registro em mm, do
diametro das reagaes alé_01oas cutaneqsg provocadas pelas di-
versas diluigoes nos diversos locais, em leituras intervaladas
de vinte e quatro horas.



_ 4.1.7. pela montagem das TABELAS VII, IXe XI,
de interpretagao, nelas constando:

4.1.7.1. as amostras de tuberculina tes
tadas e a identificagao de suas diluigoes.

4.1.7.2. os diversos valores das TARE-
IAS VI, VIII e X, rearranjados para a facil interpretagao dos
dados obtidos.

4.1.8. pela inoculagao, com auxilio de serin-
gas especials para tuberculina, milimetradas, de wuso indivi-
dual por diluigao; da dose de 0,1 ml por cada diluiggo e por
local, conforme orientagao das TABELAS VI, VIII e . .

4.1.9. por leituiasg intervaladas de vinte e
quatro Horas, feitas com,auX1110 de Le“ua milimetrads transpa-
rente, do diametro das Leagoeg alergluas cutaneas, registrando
se os valores nas TABETAS VI, VIO e X, com posterior reorgani-
zagao nas TABETAS VII, IX e XI. Valores menores que seis mm nao
820 computados.

;S LO pela avallacao egtatlstlca, por egti-
mativa grafloa? da poten01a biologica das diversas amostras de
tuberculina em relagao a amostra nadrao 1nt°r1301onul Eendo«
se na orden””a 0s valores em mm do diZmetro das reagoes alergl
cas cutaneas e na abcissa o TOﬂarltmo da dose de tuberculina
injetada (potenula relativa da dose de 0,1 mleapoten01a pad“ao
inicial, de 105) conforme demonstra o G?AFIGO i

Para se obter estimativa grafica da po-
téncia da tuberculina a testar em relagaoentubercullqa badra09
sa0 ¢eterm1na&as duas linhas paralela que unem da melhor ma-
neira possivel os pontos rpfﬂruntes a relagao valor em mm por
loaaritmo da dose. A distancia horlaonual que liga as duas 1li-
nhas representa a diferenga de botop01q logaritmica.

Para ser valﬁ do o teste, as curvas de-
tefmlndlas por interagao do logqutmo da dose/valor em mm da
reagao, nao devem fugir ao paralelismo. Neste caso nao serao
constantes as estimativas calculadas nog diferentes 1ovar1tmos
das doseg.

Ag estimativas mais acertadas sao cal-
culadas quando o total de reagaes dags duas preparagaes de tu-
berculina, a testar e tuberculina padrao, sao praticamente
iguais e, a uwm limite de Ponflanga de 95%, tercmos aproximada-
mente 80 a 125% da 30tbﬂ01& biolog gica real da amostra que esta
mog testando.
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Seguem-se as TABELAS I e II, relativas
a montagem das diluicoes das diversas amosiras de tuberculina,
a FIGURA I demonstrando os locais de inoculagao nos cobaios e
as TABELAS TIII, IV e V demonstrando a distribuicdo das diver-
sas diluigoes das tuberculinas dos varios grupos, nos locais
de inoculagao por cada cobaio.



TABELA I -~ MONTAGEM DAS DILUICOES DA TUBBHCULINA PADRAC.
20TIICAG ATTANTT
;;;g%fgé ézgg3¢ 50LUGKO POSTERIOR
’ { DE E
TDEN- Eﬂag ﬁfzuag iﬁ?ﬂ?;: POTRNCTA gg@ BNCIA REL. DA 2@ DISPO
o |TI- | TE FICACAO (0,1 m1) A POTEN| .
TIFI-| g ABSOLUTA| S INICIAT NiveEL
BAQAO!DADD (DI~ /ml(UTT) "IA PADRAO INICIAL o)
1(m1)! (ml) |LUIGRO)] |(105)
18 | 0,2 1,8 inicial 104 -~ 1,6
26 | 0,41 17,6 1 500 0,100/200 ml LR
32 | 3,00 3,0 2 250 0,050/200 ml 4,0
48 { 2,00 3,0 3 100 0,020/200 ml 3,5
58 | 1,5/ 1,5 4" 50 0,010f200 ml 1,5
6 | 1,5 1,5 Ga 25 0,005/200 ml 2,0
7¢ | 1,0 1,5 B 10 0,002/200 ml 2,5
TABELA II - MONTAGEM DAS DILUIGOES DAS AMOSTRAS DE TUBERCULINA
ESTUDADAS.
gﬁ?ﬁﬁ?ﬁ% g;%gil SOLUGAO POSTERIOR
= M POTEN- -
IDEN-| SOAN DELUgg IDENTI- {CIA AB PAT“N il iar B Dﬁ DISPQ
N TI- |TE L - = 1s® (0,1 mi) A POTERN
TIFI-i o) o FICAGAQ |SOLUTA |, o NiVEL
kAL DADE e e e T Y 5 IA. PAD {AO TN LCIA.LJ \
CAGAO (m1)| (m1) ( DIZUICAO} | /mi (105) {mi)
- {(U1T)
18 | 0,2f{ 1,8 inicial 5.000 0,100/200 ml 1,4
28 | 0,6! 5,4 |1-T7-147' 500 0,050/200 ml 3.0
38 | 3,0 3,0 |2-B-218¢ 250 0,050/200 m1 4,0
48 | 2,0f 3,0 {3-9-31g¥ 100 0,020/200 ml Ba B
52 | 1,5! 1,5 !4-10-4%10° 50 0,010/200 ml 1,5
68 | 1,5! 1,5 [5-11-5&11! 25 0,005/200 ml 2,0
7¢ { 1,0! 1,5 |6-12-6%12" 10 0,002/200 ml | 2,5
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TABELA III - DISTRIBUIGAO A0 ACASC, COM RESTRICOES, DAS DILUI-

GOES 1 A 6, DA AMOSTRA DE TUBERCULINS L'E 7 4 12,
DA AMOSTRA DE TUBERCULINA II, NO PIIMIIR0 §<UP0
DE 12 COBAIOS, PELOS DIVERS0S LOCAIS, EVITANDC RE
PETIGOES.

cogézo LOCAIS{ A{ B{ C | 2 Tl F| GV HID I K| L
1 D ) 2y 31 4 5| 6{ 7| 8I 9| 10 13 12
2 I 21 42 ¥4 3 4i 101 11 5 8 T 6f 9
3 1 30 11} 1| 21 61 12t 9| 4| 7! 8| 10f 5
4 U 41 6| 9| 1f 12| 5| 3| 7} 10f 2| 8 11
5 I 5t 4t 6| T 10! 11} 1i 12f{ 31 9 2i 8
6 - g 6] 8! 11} 5{ T} 3] 4{ 2 1} 12| 9{ 10
7 T 9 4 6! 11 8] 10 It 18 3 5 2
8 B 8 5| 12y 10{ 3t 1f 2t 9| 111 47 71 &
9 3 91 10} 2! 12| 8} 7! 6] 11 4 5 1 3

10 10] 3] 5¢ 1r} 11 9} 8| 6] 2 TiI 12| 4

11 11} 71 10y 8f 9 2¢ 12y 31 51 6/ 41 1

12 12y 1f 8} 9} 2i 4! 5| 10} 6| 11! 3| 7
!

TABELA IV - DISTRIBUIGAO AO ATASO, COM RESTRICO®S, DA3S  DILUI-

¢ORs 1 A 6, DA AMOSTRA DB TUBRRCULINA IIT, I 7°
A 12', DA AMOSTRA DE TUBERCULINA IV, NO SIGUNDO
GRUPO DE 12 COBAIOS, PELOS DIVERSO3 LOCAILS3, EVITAN
DO REPRTIGOES.

SOl mocars{ A | Blc|p|Ef{rleln|1]|a|k]z
1¢ D 1t ot 3| 4! 5t 60 78 8! g- 10 11*i12°*
2 I 2'j12*| 7'| 3'f 4°110'|11'| 5°'| 8| 1'| 6"} 9
3 L 3§11 1! ot gril1or g* 41 7 810" 5o
4 u 4 Gt gt 1¥[Yom 5¢ 3 710" 2% 8ril11e
5! 18 5! 4 At 70 lo! 11? 1ti12 3' 9! 21 8t
6! g ot 89 11 5! ?t 3! 4 De 1ri12t 9! 10t
7" T') 9'| 4°| 6'{11*| 8'|10*| 1'{12*| 3*| 5| 2
8* E 8*| S*|12*|10%| 3'{ 1'| 2*| 9'{il'| 4*| 7*| 6°
9! = 9*110%f 2*|)1a2%; &%) 7%y 6% {11%| 4*| 5%} 1%] 3!

100 10° 3| 5! 11 it 9' 8! 6v Al 7! 12! 49
e E1%) THi10% 8%) 9% 2Y{I2v| 3] 5% 6| 4Y}| 1°®
32t A2% 1Y} B%f 9*F 20§ 4r{ BMI10M) BviIIY] 3V T




TABEIA ¥ - DISTRIBUIGAO AC ACASO, COM RESTRIGUES, DAS DILUICY
1" A 6%, DA AMOSTHA DE TUBERCULINA PADRRO

NAL PARA MAMIFEROS, TOMADAS DUAS VEZES
6 CORAIOS,
COES.

7 P iEd
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IV. RESULTADOS

o

Na apresentacao dos resultados procurou-se manter gi-
gilo quantec a identidade das diversas amostras de tuberculinas
estudadas e, v1%1ndo evitar eventual desculdo negste particular
aspecto, nao sera apresentado quadro sinotico dos resultados.
Entretanto a identificagao das amostras de I a IV é mantida na
mesma ordem, em todas as provas realizadas.

Os resulvados observados foram os seguintes:

. "y ~

1. quanto & presenga de excesgso de preservativos: nao
ge obgervaram resuliados positivos nas Duatro amostras estuda-
das.

2. quanto 3 pesquisa de esterilidade em relagao ao
Mycobacterium (esterilidade especifica): nao se observaram re-
sultados positivos aocs testes, em nenhums das quatro amostras
egtudadas.

3 quanto a fesqulsa de egterilidade frente a germes
de contaminagao secundaris (esterilidade secundaria): n3o se
obgervaramn resultados positivos aos testes, em nenhuma das qua
tro amostras estudadas.

4. quanto a pesquisa de toxicidade nao especifica: n3o
se observaranm resultados positivos em nenhuma das guatro amos--
tras estudadas

I3 & £ 4
5. quanto ao Litulo bloguimico: observaram—se o0s se-
suintes resultados nas guatro amostras de tubsrculina:

5.1. smogtra I:
” ¢
2,00 mg de tuberculomprot91na/ml.
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5.2. amostra IT:
o
3,33 mg de tuberculo-proteina/ml.

5.3. amostra III:
4,20 mg de tuberculowproteina/ml.

5.4. amostra IV:
2,30 mg de tuberculomproteina/ml.

5.5. 0 titulo biogquimico da amostra de tuberculina
padrao foi confirmado pelo mesmo método, por comﬁaragao com O
soro padrao para determinagao de densidade otica por fotocolo-
rimetria, sendo seu titulo de 2,00 mg de tubérculo-proteina
por ml.

an
.

quanto ao titulo biolégico das amostras estudadas:

6.1. os valores referentes as medidas do diametro
das reaﬁgec dlérﬁibﬂs cuténeas, do prlm61ro grupo de doze cobai
os, pela inoculagao das doze diluigoes dos amostras de Uuberﬂu
lina T e ITI, encontram-se na TABELA VI, tendo gido reorganiza-—
dos na TABETA VII. :

b2 O Vd70"89 referentes ao segundo grupo de co-
baios, pele 1nocuiagao das diluigoes das amostras III e IV, en
contram-se na TABELA VIIT e reorganizados na TABELA IX.

5.3. 0s valores r@ferent ao terceiro grupo, no
caso geis cobawos, pela 1noouia@ao dac QllUIQOeS da amogtra pa
drao para mamlfer069 encontram-se na TABELA X e reorganizados
na TABELA XTI.

bl & avallagao estatistica por estimativa gre i
ca do titulo biologico das diversas amostras estudadas, em re-
lagao & smostra padrao, foi realizada como demonstra o GRAFICO
I.

G.5. o calculo das unidades internacionais de tu-
berculina das diversas amostras em relagao 8 amostra padrao,
congsiderads sua poténoia inieial de 105 U.I.T., foi realizado
através dosg valores das TABEIAS VII, IX e XI e pelo metodo des
crito no item 4.1.10, da Metodologia, observando-se 0s seguin-
tes resultados:

6.5.1. titulo da amostra I:
0,010/200 m1 = 000.010,50 U.I.T
1 ml = 210,000,000 U.1l.T.

5.5.2. titulo da amostra II:
0,050/200 ml = 000.002,50 U.I.T.
1 ml = 010.000,00 U.I.T.



6.5.3. titulo da amostra ITI:
0,005/200 ml = 000.020,25
1 ml = 810.000,00

4
=

4
o

=

6.5.4. titulo da amostra IV:
0,020/200 nl = 000.002,00 U.I.T.
1 ml = 020.000,00 U.I.T.

3

# = A 5 5
6.6. no calculo percentual da perda de potencia das

~ ~ s & =
amostras, em relagao a potencia 1*161ﬁ¢ de 102 U.I.T. da amos-
tra de tuberculina padrao e a pOieﬂula declarada nas amostras:

l

P

—

(8]

o T amostre I Feve prejudicado o calculo
DO nao ser conhecido seu titulio ﬂlolo leo Inddeials

6e6.2, & amostfa II, em relagao ao valor de-
clarado de 50.000 U.I.T. Ja perdera 90% de 'sua poténcia ou se-
ja, 45.000 U.I.T. Egta tuberculina teve seu prazo de validade
rescrito em 27/08/1970.

Dl w2 amontra III teve prejudicado o caloh
lo por nao conhecermos seu titulo blOlOﬂlco ingigl.

6.6.4. a amostra IV, em,“ﬂlagﬂo ao valor de-
clarado de 5.000 U.I.T. jé perdera 80% de sua potencia ou seja,
4,000 U.I.T. Esta amostra possuia validade de uso até maio de
1972.

Seguem-se as TABELAS VI, VII, VIII, IX, X e XI bem co
mo o GRAPICO I, referentes aos valores relacionados com o cal-
culo do titulo 0¢ologlco dag amostras egtudadas.



TABELA VI - INOCULACAO B LEITURA DO PRIMEIRO GRUFO.

36

Amostra I = diluigbes de 1 a 6. Cobaios infectados com:
"PN", wDT,
Amostra II = diluigoes de 7 a l&. Cobaios infectados em:
. 27/12/1971.
padrao = Weybridge/mamiferos. Tuberculinizagao em:
" 08/02/1972.
T{tulo do padrac: 100.000 U.I.T./2,0mg/ml.
¥ 1 .i T
Lo¢ 4L A|lBlcipDiE|FIGIH|IIJ!K L
DILUIGUES {1 |2 {3 {4 |5 {6 7 |8 |9 [10}11]l12
COBAIO N9 12 LEITURA (mm){20 15 14 12108 1293 6 - - -
1 28 LEITURA (mm)!{20 15 14 12108 129 6 - -~ -
DILUIGOES |2 12‘? 3 |4 |10{11]5 |8 |1 16 9 }'
COBAIO N¢ 1% LEITURA (mm){15 - 13 15 13 - - 127 216 -
2 28 LEITURA (mm)|15 - 131513 - - 127 216 -
DILUIGOES |3 11‘1 12 16 12'{9 [4717 8 110! 5
L L i
COBAIO & 1¢ LEITURA (mm){15 - 2138 - - - 13137 - 13
3 28 LETTURA (mm)!15 - 21 18 - - - 13137 =~ 13
DILUIGOES 4}619 1li2|s{3]7lw0 2&8 11
H
COBAIO N¢ 12 LEITURA (mm){13 - - 20 - 9 1210 - 15 6 -
4 28 LEITURA (mm){13 - - 20 - 9 1210 - 15 & -
DIIUIGOES |5 |4 |6 |7 |20|11| 1]1203|9|2]8
COBAIO N& 18 LEITURA (mm)|10 12 7 13 - - 22 - 17 6 15 6
5 28 IEITURA (mm)|10 12 7 13 ~ - 22 - 17 6 15 6
! 1
DILUIGOES | 6 8111 5 ?13 41211112} 9}10}
i 1 ]
COBAIO N¢ 18 LEITURA (mm)| 8 9 - 10 12 14 11 18 21 - 65 -
6 58 LEITURA (mm)|8 Q& - 10 12 14 111821 - 6 -
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TABELA VI - INOCULAGAC E LEITURA DO PRIMEIRO GRUPO.
(econtinuagao)
LOCAL aAtBlciplelrlGg|HIIIT|XK]|L
DIIUICOES |7 19(4|6{11/810{1}12|3|5]{2
COBAIO N¢ 1@ LEITURA (mm){l13 7 12 8 - 10 - 21 - 14 10 15
1 28 LEITURA (mm)}{13 7 12 3 - 10 -~ 21 - 14 10 15
- T ! T T
DILUIGOES |8 |5 |12{10]3 |1 2{9!11 41716
i ; & | &
COBAIO N® 1% LEITURA (mm)}10 10 - =~ 15 20 17 6 - 13 13 7
8 28 LEITURA (mm){10 10 - - 152017 6 - 13 13 7
i
DILUIGOES |9 {10} 2|12 857 611114 15{11}3
i
COBAIO N 18 LEITURA (mm)}6 - 16 - O 11 7 - 13 10 21 15
S 2% LEITURA (mm){ 6 - 16 - 8 11 7 - 13 10 21 15
b i
DILUICDES 101315111918 6!2 7112} 4
COBAIO N° 1# LEITURA (mm)|~- 15 10 - 20 6 8 8 15 12 - 12
10 28 LEITURA (mm)|- 1510 - 20 6 & 8 15 12 - 1
DIIWUICOES {11} 7 10]3 9l2f12{3{516{411
COBAIO Ne 18 LEITURA (mm)|- 12 - 9 7 215 - 15 11 § 12 22
a3 2¢ LEITURA (mm)|{- 12 - 9 7 15 - 15 11 9 12 22
i1 i
DILUICOES (22/118(|9{2|4 5‘1036 114347
1
COBAIO N? 18 LEITURA (mm){- 13" 9 7 14 12 11 - 8 - 12 13
12 28 LEITURA (mm)|- 18 9 7 14 1211 - 8 - 1213




TABEZLA VII - INTERPRETAGAO DO PRIMZIRO GRUPO.

(e

o0

Amostras: I = diluigoes de 1 & 6.
IT = diluigoes de 7 a 12.
T !
DILUIGOES 1| 29§ 3 4 5 6 718 | 9 |10l 12 i 12 |
N9/COBAIO 1] 20 15 14 12 10 8 12 9 6 - - -
24k 15 15 13 12 & i3 7 - - - -
3l 22 18 18 i3 13 = 1% 7 - - - -
4 20 15 12 13 9 - 10 & - - - -
5 22 15 17 12 10 9 13 & 6 - - -
18 6/ 21 18 14 11 10 8 12 9 3 - - -
LEITURA 7; 21 15 14 12 10 8 13 10 7 8 - -
df 20 I7 15 13 10 7 13 10 6 - - =
g9l 22 16 I 13 108 T 1 8 6 -~ - ~
100 20 15 15 12 10 8 12 8 6 - ~ -
Idj 22 15 15 12 11 8 12 o 7 - ~ -
12 18 14 12 12 11 8 1 9 7 - - -
MEDIA (mm) |20,5|15,6|14,4112,3(10,5(07,6/12,2/08,1|06,31 - = § s 5
N2/COBAIO 1} 20 15 14 12 10 8 I 9 6 - - -
2{ 21 15 15 13 12 6 13 i = ~ - -
3l 22 18 15 13 13 ~ 13 7 - - - -
4/ 20 15 1 13 g -~ 10 6 - - - -
5 g2 1% 317 12 16 7 13 6 & - = -
28 6| 22 18 14 11 10 8 12 9 6 - - -
LEITURA 7| 21 15 14 12 1 8 13 10 7 - - -
8/ 20 17 15 13 10 7 % 90 6 - - ~
9l 21 16 15 13 10 T 1z 8 6 ~ - -
101 20 15 15 12 10 8 12 8 6 - - -
i1j-22 I8 13 12 L1 9 12 9 7 ~ - -
121 18 14 12 12 1z 8 13 9 o - - -
MEDIA (mm) |20,5{15,6|14,4{12,3{10,5!07,6{12,2(08,1{06,3| - - -
MEDIA GERAL|20,5/15,6|14,4|12,3110,507,6/12,2/08,1106,3| - - -




TABELA VIII -

INOCULAGAC E LEITURA DO SEGUNDO GRUPO.

39

Amostras: III = diluigées de 1' a 6'. Cobaios infectados com: "PN", "DI".
IV = diluigoes de 7' a 12'. Cobaios infectados em: 27/12/1971.
padrao = Wegbridge/mam{faros. Tuberculinizacao em 08/02/1971.
Titulo do padrao: 100.000 U.I.7T./2,0mg/mi.

LOCAL A{B|lc|{DliE|{Plei{H|I|T|K|L
DILUIGORS 1ty 2*) 3% 4*} 5'] ') 7| 8*| 9r|i0viiir|12t
COBAIO N¢ 18 IEITURA (mm){20 19 17 15 14 12 13 10 8 6 -~ -
1" 28 LEITURA {mm)|20 19 17 15 24 12 13 10 8 & - -
DILUIGOES 2*112*) 7*) 3*! 4*|10v/11*| s5*| 8*{ 1t} 6| 9
COBAIO N2 1# LEITURA (mm)|{18 - 13 16 14 7 - 12 9 22 11 7
2 28 LEITURA (mm)|{18 - 13 16 1 7 - 12 9 22 11 7
DILUICOES 311 1*| 2*| 6*j12*'| 9*'| 4*{ 7*] 8+*{10'| s5*
COBAIO No 18 LEITURA (mm){16 -~ 21 13 11 - 7 15 15 10 -~ 16
3 2¢ IEITURA (mm)jl6 - 21 19 11 -~ 7 15 1% 10 - 16
DIWICOES | 4'| 6'| 9'| 1*|12*| 5*{ 3*| 7*f10"| 2*| 8*|11"
COBAIO N¢ 1& LEITURA (mm)|15 10 7 20 - 14 16 14 - 18 9 -
4' 2¢ LEITURA (mm)j15 10 7 20 - 14 16 14 - 18 g§ -

1
DILUICOES 5t 4' &%) T'{10%{11'| 1° 12'! 3%1 91} 291 8¢

i ]
COBAIO N2 18 LEITURA (mmj{15 17 10 13 6 - 22 - 16 7 19 10
i 28 LEITURA (mm){15 17 10 13 6 - 22 - 16 7 19 10
DILUIGOES 61 8vf11*f 5*| 7*| 3'} 4*| 2*} 1*|12'| 9*|10"
COBAIO N¢ 18 LEITURA (mm){1l1 10 - 13 13 17 15 18 22 - 8 6
6" 28 LEITURA (mm)|1l 10 - 13 13 17 15 18 22 - 8 &




TABELA VIII -

40

INOCULAGAO E LEITURA DO SEGUNDO GRUPO.

(continuagao)

LOCAL ABlC|ID|EBE|Pl{GlHIIIJII|X! L
DILUIGOES TYL 9t 4') 6*|11%| 8*{10'| 1vi12') 3| 5'| 2

COBAIO N 18 LEITURA (mm){13 8 15 12 - 10 6 20 -~ 17 14 19

7 28 LEITURA (mm){13 8 15 12 -.10 6 20 - 17 14 19
DILUIGOES 8*) 5*112%110%! 3*f 1| 2'} g9v{11'| 4*| T'{ &'

COBAIO N9 1% LEITURA (mm)|11 15 - - 16 22 19 8 - 16 15 12

8r 2% LEITURA (mm){11 15 - - 16 22 18 8 =~ 16 15 12
DILUICOES 9'110%| 2'|12'| 8| 7'| 6'|11'| 4| 5| 1v| 3t

COBAIO N? 12 LEITURA (mm)| 8 6 18 - 11 15 1 - 15 13 21 16

9' 28 IEITURA (mm)| &8 6 18 - 11 15 12 - 15 13 21 16
DILUIGOES |10*] 3*! s5vi11*| 1*| 9*| 8| &*| 2| 7¢l12*| 4

COBAIO N¢ 1@ LEITURA (mm)| - 16 14 - 20 7 9 13 18 15 - 15

10° 28 LEITURA (mm)| - 16 14 - 20 7 9 13 18 15 - 15
DILUIGOES (11" 7¢|10*! 8*] gvi 2¢112%t 3v{ 5v| ge| gv| 1

COBAIO K2 1% LEITURA (mm)| - 16 6 12 7 19 - 15 13 11 15 22

11’ 28 LETTURA (mm); - 16 6 12 7 19 - 15 13 11 15 22
DILUIGOES |12*| 1'| 8*'| g*| 2| 4*| s5*|10%| 6*(11*| 3° 7*§

COBAIO N¢ 1@ LEITURA (mm)| - 20 11 8 19 15 14 6 14 - 17 15

12 2¢ LEITURA (mm)| - 20 11 8 19 15 14 6 14 - 17 15




TABPLA IX - INTERPRETAGAO DO SEGUNDO GRUFO.
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Amostras: III = diluigoes de 1' a 6'.
IV = diluigoes de 7' a 12°.
DILUIGOES 1% f 2v j 3v | 4t | 5 L g {7 | 8* | 9' | 1O0'} 11° 1%:}
Ne/COBAIO 1'|20 19 17 15 14 1z 1 10 8 6 - -
ovl22 18 16 14 12z 11 13 ) - 7 » -
3*i21 19 16 15 16 11 15 10 7 - - -
4'120 18 16 15 14 1 14 9 ; - - -
selgy 19 16 AT 15 190 13 10 7 & e -
18 6*l22 318 17 15 13 11 13 10 8 6 = =
LEITURA 7'l20 19 17 15 14 12 13 10 8 6 = -
gri22 18 16 16 15 12 15 11 8 - - -
g*i21 18 16 15 13 12 15 1 8 6 - -
10'i20 18 16 15 14 13 15 9 7 - - -
11tl22 19 15 15 13 11 16 12 7 6 - =
12*j20 19 17 15 14 14 15 11 8 6 - =
MEDIA (mm) |21,0/18,5|16,2|15,1{13,9{11,5{14,1{10,1/07,5)06,1} - -
Ne/COBAIO 1'|20 19 17 15 14 12 13 10 8 6 = -
otig2 318 16 14 12 11 13 9 7 7 - -
3'l21 19 16 1 16 11 1% 10 7 - - -
4'120 18 16 15 14 10 14 9 : - - -
s*l22 19 16 17 15 10 13 10 7 6 - -
28 gv|22 18 17 15 13 11 13 10 6 ) - -
EITORA 7'i20 19 17 15 14 12 13 10 8 6 - =
gvlo2 18 16 16 15 12 15 11 8 - - -
g*|21 18 16 15 13 12 15 11 8 6 I~ -
1otl20 18 16 15 14 13 15 9 s - - -
11tl22 19 15 15 13 11 16 12 7 6 - -
12vl20 19 17 15 14 14 15 11 8 6 - s
1
MEDIA (mm)]|21,0|18,5[16,2{15,1}23,9}11,5|14,1|10,1{07,5|06,1| - -
MEDIA GERAL!21,0{18,5|16,2{15,1{13,9[11,5|14,1]10,1|07,5/06,1| - —




TABELA X - INOCULAGAO E LEITURA DO TERCEIRO GRUPO.

Amostras: tuberculina padrgéo inter-  Cobaios infectados com:
nacional, tomadas duas ve  "PN", "DI".
Zes . Cobaios infectados em:
Titulo do padrao: /1571971,
100.000 U.I.7./2,0 mg/ml. Tuberculinizagao em:
08/02/1972.
!
L.OCAL AlBiCIDIEIPlGglHITIT]IK! L
DIHIIQGES ln o 3» 4n 5n 6n 2u 3:: 4n 5" 6n 1"
COBAIO N¢ 1% LEITURA (mm) 18 15 12 112 9 6 15 11 8 7 7 17
an 2% LEITURA (mm)|18 15 12 11 9 61511 8 7 7 17
DILUIQGES 3" 4_!1 5!: 6u ln 20! ¢n 5n 6-1 l" 2n 3&1
COBAIO N% 1® LEITURA (mm)|{12 10 8 5 1715 11 8 6 18 15 11
a2 28 LEITURA (mm){12 10 8 617 15 11 8 6 18 15 11
T T !
DILUI@&ES 5n 6" ln 2u 31!1}4u 6" l" 2:¢i3n 4_u 5“€
i i
COBAIO N2 18 LEITURA (mm)| 8 - 17 12 12 11 7 17 15 11 10 9
3" 28 LEITURA (mm){ 8 =~ 17 12 12 11 7 17 15 il 10 9
! 1
DILUIQ&ES 2" 3" 4!! 5" 6{! l" 3"!4" SH 6"11" E!!i
1 4 |
COBAIO N2 18 LEITURA (mm){15 10 10 9 6 17 12 10 8 - 18 15
4" 28 LEITURA (mm){15 10 10 9 6 17 12'16 8 - 18 15
DILUIG@ES 4_» 5|t 6:- ln%zu%}n 5” 6-: lu 21: 3!: 4”;!
COBAIOC N° 1@ LEITURA {(mm){10 8 - 17 16 15 9§ - 18 15 16 11
o 28 LEITURA (mm)|10 8 - 17 1615 9 - 18 15 16 11
DILUIQﬁES 6u lu 2|= 3:1 49: 5:1 ltv}EM 3" 4n 5u 6"5
COBAIO N¢ 18 LEITURA (mm)| - 17 14 13 30 8 17 15 12 10 § 7
8" 28 LEITURA (mm){ - 17 14 13 10 8 17 15 12 10 9 7




TABELA XI - INTERPRETACAC DO TERCEIRO GRUPO.

Amostras de tuberculina padrao internacional
para mamiferos, tomadas daas vezes.

DILUIGOES i 2 i 4" 50 6"
N2 /COBAIO/ 1"E| 18 15 12 1 9 8
LADO D| 17 15 11 8 7 7
2"Bl 17 15 12 10 8 6
D| 18 1 1l 1 8 6
18 3"E| 1 12 12 11 8 =
LEITURA D 17 1 11 10 ) 7
47| 17 15 10 10 g 5
D 18 15 12 10 8 -
5eml 17 16 16 10 8 e
D 18 15 16 11 9 -
6"E| 17 14 13 10 8 -
D{ 17 15 12 10 9 7

MEDIA (mm) 17,3 | 14,7 132, 7 10,1 08,3 ! 06,4
Ne/COBAIO/ 1"E| 18 15 12 11 9 6
LADO D 17 15 11 8 7 7
2vB| 17 15 12 10 8 &
D 18 15 13 11 8 6
28 3B 17 12 12 11 8 =
LEITURA D} 17 15 11 10 9 7
4"E| 17 15 10 10 9 6
DI 18 15 12 10 8 =
5"E| 17 16 16 10 8 =
D] 1 15 16 11 9 -
6"E! 17 14 13 10 8 -
D| 17 1 12 10 9 7

7.3 | 34,7 ) 12,2 10,1 08,3 06,4

MEDIA GERAL | 17,3 ! 14,7 | 12,2 10,1 08,3 06,4
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V. DISCUSSAO



I
Al

0 desenvolvimento de técnicas de produgao, visando o
anrimoramEnte das tuberculinaog sempre mereceu especial aten-
an dos pesquisadores, dail resultando prod utos que meWhor cor--
respondem ao aspecto da acuidade das “e@gobs ulaﬂnOSchas.

Asgim, as dez tuberculinas citadas na revisao de 1ite
ratura, com as varias mooificagaes intxr du21daog visaram a ob-
tﬁngao de melhores aﬁtl eNnos, pozﬂ este e, gem uuv1r‘a9 0 ponto
decisivo na acuidade das reagoes de tuberculinizagao.

Aspectos imunobioqulmioos e imunohistopatolopicos das
tuberculinas e suas reagges biolégioas, ereceram estudos de
KANAT e cols. (1960), NORTON & ZIFF (1965), SCHLIESSER (1966),
WEISER e cols. (1970), todos tentando esclarecer a complexida-—
de destas reagoes.

Tais topwﬁos nao serao aqui discutidos, por desviarem
se dos objetivos da tese e sao mencionados visando motivar tra
balhos subsequentes.

Im nosso pais s0 se fabricam trés tipos de tuberculi-
na - "velha de Koch", "gintetica® e "P,P.D.° '; todas por estabe
lecimentos oficiais. (OLIVEIRA, 1971; MINISTERIO DA AGRICULTU-
RA, 1971:; LANGENDGGER, 1S871).

KIELBERG & MUBLIENAERE (1969), na Africa do Sul, reco
mendam a utilizagao de amostras autoctones na produgan de tu-
berculina, como e o caso de sua tuberculina 3J11%1a A indica--
cao de @al procedimento so ge tornou exequivel apos estudos
epidemiologicos concretog da situagao da doenga no meio sul-
aLfICﬂnO. Trabalhos desta natureza sao de interesse em noSsO
pll%; ja que as tuberculinas de uso em bovinos 580 produzidas
com Mycobacterium tuberculogis, tipo humano, amostras de mam? --




Teros, "“"PN", "DI" e WCY, segundo a orientagao internacional,
as quais podem nao estar correlacionadas com a etiologia da tu
berculose em nosgso meio.

o Brasil com a nrevalenbla de 4,5% no rebanho bovi-
no segundo MINISTERIO DA AGRICULTURA (l;?l), cremos ainda nao
haver necesolque de produgao ae tuberculinas homologas a ger-
mes saproiltos. Regssente--ze porem a “al:a de tuberculina aviag-
ria pars a difereﬂoiagao 1%3 1nhbpcoes ines pecificas em bovi-
nos, mediante provas intradérmicas comparativas.

- bt . - . e .
A adigao de preservativos consti itui, sem duvida algu-
ma, recurso de grande valor na consewvagao das tuberculinsas.
r .
Intretanto o exXCesso ¢ prejudicial as feagoeu, por produzir nma

nifestagoes secundarias capazes de interferir na leitura.

Pelos trabalhos de TANDI e cols. (1956) o fenol é o
mais indicado dos preservativos em tuberculina. Sua pesquisa,
realizada por Ttestes biolég10059 nao revelou efeitos toxicos
nas amostras, mesmo na unica que declarara possuir 0,5% de fe-
nol. Deste 40do todas as amostras, mesmo as omissas quanto eg
ta 1n¢or&agao, nao demonstraram possulir excesso de preservati-
VO.

Outro aspecto digno de analise € a apresentagao das
tubercullnas, pois sqbe ~se hoje de geu alto significado na con
servagao, preservagao ¢ estabilizacao do produto.

As amostras padrao internacional apresentavam—se 1io-
filizadas, em ampolas de vidro, ao contrario da amostragem es-
tudada, todas l{quida59 em frascos de diversos tipos, em peque
no contﬂﬁuo para wn grande continente, na maioria das vezes.
PATTERSON (7900) LANDI e cols. (1966) demonstraran 2 1ﬂportan
cia da relagao continente/conteudo na perda h pote encia de tu-
berculvna, 0 que pode ser atribuido, parece, a formugao e fi-
nissima camada aderida as paredes do Irasco. Nas ¢e1@¥oe con—
Blnente/conueuao lnadedquadas, & camada formada se extenderia
por maior érea9 com malor prejuizo da digponibilidade de Eubeg
culo-proteina.

Esta variavel - continente/conteddo — nio Toi inclui-
da cm nossas observagoes, pela impossibilidade momentanea de
se obter tuberculinas de mesma origem, envazadas de maneiras
diversas.

Una das amogtras ayresentavause concentrada, aconpa—
nhada de diluenve. Esta foi a Unica gque trazia instrugoes so-
bre sua conveniente conservacgao recomendando-se refrigeracao

2

o



e obscuridade. Segundo os trabalhos de GEISSIER (1959), SCHNE
IDER ¢ cols. (1962) e IESSLIE (1968) as tuberculinas concentra
dasi armazenadas adequadanente, nao per¢1(ﬂ suag QOTFﬂﬁlw, tao
rapido, que quando estocadas em condigoes mdvef3a5, Bstas con-
31ueragoes sa0 aqul apresentadas, como uma p0351ve1 bxplloaQQO
do melhor comportamento desta amostra nos testes biologicos e
bioquimicosy pois foi a que mais se aproximou do padrao inter—
nacional.

Acreditamos serem ainda sumamente importantes as indi
cagoes dos titu1039 biogquimico e biolégico do produto, pois eé
contra-se bastante diversificado o emprego da tuberculina. Is-
to possibilitaria o correto uso de tuberculinas diluidas no
diagndstico de infecgoes por micobactérias inespecificas, ati-
picas ou saprofitas, como o demonstram BEDERKE (1960 e 1962),
BRUHANN (1961), PAVLAS (1965 e 1968), SCHLIESSER (1964), ou em
aplicagao simultanea de doses concentradas e diluidas de tuber
culina, com a mesma finalidade, sugerido por MEYN e cols. (1959
T e 1959 II), KRESS e cols. (1960), MEYER (1961), CIORTEA e
cols. (1965), PAVIAS (1966a, 1966D).

Palta ainda 2s tuberculinas nacionais a adigao de es-
tabilizadoresg, cujas vantagens ¢ desvantagens foram demonstra-
das por BIEIKER & GRIEP (1965), TOMAN e cols. (1963) e LANDI e
cols. (1970).

Ag observagges realizadag quanto a egsterilidade espe-
cifica e secundaria - esta por invasao de germes secundarios -
das diversas amoo"wau, revelaram que os produtos encontravam-
ge enquadrados nas normas internacionais, 1isto e, eram esté-
reis. Egtas provas sao importantes devido 2 possibilidade de
disseminagao da doenga ou pela desnaburagao oab tuberoulounro—
teinas ou, ainda, para evidenciar toxinas nao ehp661flcas. A
prova de toxicidade especifica foi totalmente negativa pa—
ra todas as amostras, 0 que realmente era o egperado, dado a
total esterilidade deg amostras estudadas.

a
~
nao

Na observacao dos titulos bioguimicos9 engontrcumse
amostra com o dobro de miligramas de tuberculo-proteina por mi
lilitro do que o recomca¢1uo COomo padrao. Esta amostra era de
produg@o recente, nao havendo ocorrido, provavelmente, perda
de pot@ncia por adsorgao ao continente ou por falhas de conser
vagéo. Exceto a amostra de numero I, as demais possuizm valo—
res também.superiores ao padrao embora sem atingir o dobro. A
amogtira db referencia tambem foi obsorVQAQ guanto ao seu g7
1o 0100u1nlco, comparada com soros padroes para controls do mé



todo empregado, demonstrando-se perfeitamente padronizada den-
tro dos valores fornecidos como oficiais, fato ebte que pode
ser atribuido a 11011112a9ao e a correta conservagao, alem de
sua esmerada produgao.

Vérﬁos autores colaboraram com observacoes sobre o me
todo blOlOﬂlco de avaliaczao de tuberculinas, como MILES (195¢),
CEDRO e cols. (1963), PAVIAS (19bod) SCHLIESSER (1966) VALETTE
e cols. (1968). Existem diver genblao Sobre a esDeCﬂe a ser uti
lizada para a realizagao dos testes blOnglCOS. STABIEFORTH &
GALLOWAY (1939) HANSEN e cols. (1964), entre outros, recomen-
dam a u+1llzagao da espeﬁle a qual se destina o produto, prin-
cipalmente visando a eficiéncia final do teste.

Problemas como a identificagao e a obtengao do nimero
de animais exigidos, seu grau de infecgéo natural ou artifi-
cial, a interpretacao e avaliagao estatistica final dos resul-
tados, surgem como entraves do teste biolégico.

PAVIAS (1966¢c, 1966f) demonstrou a necessidade de, no
minimo9 quinze bovinos tuberculosos para a determinagao do ti-
tulo biologico ue cada amostra de tuberculina. No presente tra
balho necessitariamos de sessenta a setenta e cinco animais, O
gque nos parece pouco viavel na prética.

Visando uniformizar internacionalmente, os procedi-
mentos, Mesmo com p0551ve¢ perda de acuidade dao observahobs
frente 2 espécie homologag a W.H.O. (1968) e ANON. (sem iata)
recomendam a execugao do teste em cobalos pre—sen81blllzadoo,

2. . H - - [ - . bl
0 que e mals exequivel, economico e de facil padronizagao.

Andlise detalhada do GRAFICO I demonstra problema de
diluigao referente a amostra I de tuberculina, ﬂvidenbiando o}
nao paralelismo restrito de sua curva em relagao a curva da
amostra padrao. Isto ocorreu nas diluigobs corresponden tes a
sua poteéncia relativa de 0,050/200 ml ¢ 0,100/200 ml & potéen-
cia inicial de 10° unidades internacionais de tuberculina por
mililitro da amostra padrao. Deste modo, pars a estimativa do
titulo biolégioo desta amostra, utilizamos a diluigao corres-—
pondente a poténoia relativa de 0,010/200 ml.

As diversas amostras de tub“ruullna revelaram tltulos
bem dlferen01ados9 nao havendo r‘orres;;_)onrnﬁnﬁjm com o titulo
blologlco internacionalmente recomendado. Bste titulo ¢ de
100.000 unidades internacionais de tuberculina por mililitro
calculados em relagao & potgn01a inicial do padrao, de 10 url
dades internacionais de tuberculina por mililitro.
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Uma das amostras possuia numero elevado de unidades
internacionais de tuberculina por mililitro. usta era de produ
¢ao recente, possivelmente bem conservada e nao adsorvida. O
uso indiscriminado desta amostra, 1na6vert1damen+e ou sem per-—
feito conhecimento de causa, podera, excepcionalmente, contri-

buir para a dessensibilizagao de animais doentes (GHILARDI e
colg., 1967).

uom as amostras gque possuiam ueclwragqo de titulo bio
légioo, ode—oe ”alcalaf a perda de Uoten01a. A amostra perde-
ra 90% da potencwa. A Unica amostra n%rlonal de titulo blologl
co conhecido, perdera 80% de sua potencla, ainda dentro do pra
zo de uso, enquanto que as demais amostras tiveram prejudica-
dos o tegte.

Atribuimos este problema ao nao acre501mo de esbablll
zantes as tubercullnag, bem como a D¢ovavel ma, uongevvagao e
dlstrlbu19a09 apos DosSs ivel eficiente padronizagao na fonte
produtora.

Observando os trabalhos dos diferentes autores sobre
as caracteristicas das tuberculinas nos diversos palses, elabo
rados por VUILIAUME (1960), RICHTER (1961 e 1963), GLASSER
(1961), MEYER (1962), DAVIDSON (1965a, 1965b), SCHLIESSER (1966
e sem data), PAVIAS (1966d), KIEEBERG & MUELENAERE (1969), con
cluimos, £ a01lmente? da. ne06531dade de padronizagao internacio-
nal dos metodos de produgao, emprego e interpretagao das rea-
goes de tuberculina.

Determinados paiges possuem unidades oficiais de con-
trole e referénuia, estreitamente relacionados com as institui
coes internacionais credenciadas pela W.H. 0. (1968) esta ma-
neira facilita-~ge o planejamento e a execugao de agoes de con-
trole ou mesmo erradicago da’tuberculosea em ambltg nacional
e internacional, com inestimaveis beneficios sanitarios, so-
ciais e economicos.



VI. CONCLUSOES



A tuberculina, recurso tecnlco essen01al no dlaﬂnostl
co, planejamento e execugao de agoes de oaude, visando contro-
lar ou mesmo erradicar a2 tuberculose animal, nao apresenta, no
pais, as desejaveis condigoes de instrumentalizagao eficiente.

A amostragem por nos estudada, representanlo a total
disponibilidade brasileira, ofereceu as conclusoes que aqui 520
apresentadas:

Ay . ~
1. gquanto a preservativos,; nao se cOomprovou excesso;

o - = e
2. foram satisfatoriaz a esterilidade especifica e se
L -
cundaria;

L . . = £
3. nao se demonstrou toxicidade nao especifica das
amostras;

§ = ’ - f_ . o
4, somente uma amostra possui titulo bioguimico padrao.
As demais possuem valores superiores, inclusive
uma de titulo duplicado;

5. foram observados valores inferiores e superiores
a0 padrao biologico recomendado, sendo que uma pos
suia titulo oito vezes maior;

6. ha acentuada perda de poten01a nas amostras, nas
. - 4
quais foi possivel o calculo por conhecermos o ti=
. ’ . . . .
tulo biologico inicial.
Na oportunidade e como 31mples sub51d10aaos;pf00ramas
sanitarios nacionais, nos parecem util as seguintes sugestoes:

1. a introdugao de modernos avangos tecnologlcog na
produgao de tuberculina visando a obtengao de antlgenos de me-
lhor acuidade;



2. generalizar o uso de estabilizadores e preservati-
V0os para prevenir a indesejavel perda ﬂe potencia verificada
nas amostras onde foi posblvel realizar calculos comparativos;

3. melhorar a elngﬁo boqtlnenue/conbeudo, 0 que e ?a
B1Ls praflco e visa também visar a rapida perda de poten01a,

4. alnua para prevenir esta perda, aprimorar as condi
goes de conservagao, se possivel liofilizando o produto;

5. fornecer instrugoes sobre a poteneia bioqulmiea e

biolégioa, para possibilitar o emprego corretoe:racional, prin
cipaimente em estégios Tfinais de programas de controle, quando
poderé ser explorada a potencialidade ilaﬂHOHtlca oier901da ne
la correta variagao de concentragéo. Isto nos parece logico

pois somente 50% das amostras estudadas se acompanhavam de ing
rugSes, e estas eram incompletas;

6. incrementar o estudo preliminar basico da situag&o
epidemioléglca da tuberculose nas diversas espécies suscepti—
veig, em nosso meio, vigando a util*zagao de ﬂspébies autocto-
Jes mais prevaienfes na produgaode tuberculinas de maior espec
tro dlagnostl ol

. estabelecer obrigatoriedade de uso do nadrao inter
nacional de tuberculina para que possa haver comparagqo inter-
nacional de resultados e consequente valorlzagao dos trabalhos
sanitarios nacionais;

8. e, como sugestao final, parece-nos obv1o a necess
dade de criar-se um laboratdrio nacional de refbren01a, espe—
ciglmente orientado no sentido de controlar as condigoes de
produgao e conservagao das tubﬂrcullnug produzidas em nosso
pals9 bem como divulgar adequadas técnicas de seu emprego.



VII. RESUMO

1
\J1

A observagac de algumas qualidades das tuberculinas
de uso animal, produzidas e ouw utilizadas no pa:fs9 em numero
de quatro amostras, ¢ feito através de testes microbiolégicos,
inoculagoes experimentais, titulacZo biogquimica e bhioldgica
das amostras encontradas.

Sao analisados aspectos da origem, apresentagao, tipo
e destino,; emprego de estabilizadoreg e preservativog, esteri-
5 £ R — ? 5 s oo
lidade especifica e secundaria, toxicidade, titulos bioquimi-~
cog e biologicos, bem como perds de potencisa.

Foram constatados problemas na padronizagao bioquimi-
ca e biolégica? bem como acentuada perda de poténcia de amos-
tras.

Evidencia-se a necessidade de uniformizagao do produ-
to dentro dos padroes internacionais, tornando viaveis observa
¢Oes epidemiologicas concretas e o eficiente controle da tuber
culose no pais.



VIII. SUMMARY

Tl
—~1

"Evaluation of some qualities of
tuberculins for animal use in Brazil®

Qualities of four tuberculin sampleg, for animal use,
produced and/or employed in Brazil, are studied through micro-
biological tests, experimental inoculations, biochemical and
biological titration.

They are analysed on agpects of origin, presentation,
type and destination, presence of preservatives and stabili-
zants, specific and secondary sterility, toxicity, biochemical
and biological titers and loss of potency.

Problems were observed in the biochemical and biologl
cal standardization aspects, as well as a marked loss of poten
cy in samples.

The uniformization necegsity of the product, in inter
national standard values, 1is recognized for better viability
of epidemiological studies and efficiency of control measures
of tuberculosis, in our country.



IX. ZUSAMMENFASSUNG

LS4}
D

in "
"Untersuchungen uber Qualitat von Tuberjulinen
tierigcher Anwendung in Brasilien®.

Vier Tuberjulinproben, tierischer Anwendungzg, inn- und
auslandischer Produktion, wurden mikrobiologischerﬁ durch Tier
versuch, biochemisch und biologisch auf ihre Qualitat getestet.

Herkunft, Darstellang, Typ und Anwendung, Benutzung
von stablllsleren¢en und schutzenden Mitteln, spezifische und
secundare 1J'E:te:r':Ll:Lta.t Tox101tat biochemische und biologische
Titer, sowie Tlterverllsst wurden untersucht.

Probleme bei der biochemischen und biologischen Stan-
dardisierung, sowie Titerverlusst, wurdien nachgewiesen.

Eine, Einstellung der innlandischen Produktion in den
international en Richtlinien w1“d gezeigt, um epidemiologische
Beobachtungen, sowie TuberquOSﬂuberwachunvJﬂlLaml erfolgreich
durchzufuhren.
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