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RESUMO

Foram avaliados os imunogenos antibotulinicos biva-
lentes C e D dos quatro laboratorios que produzem vacinas no
paTs, quanto 3 esterilidade, a inocuidade e a eficiencia. As va
cinas semeadas em meios mantidos em aerobiose e anaerobiose mos-
traram-se estéreis. No teste de inocuidade em camundongos e co
baios os produtos tambem se revelaram inocuos, com excecao de
uma partida que provocou a morte em cobaios com manifesfacﬁes
clinicas de botulismo. A eficiencia foi avaljada atraves de tqg
tes de desafio, soro protecao e soroneutralizacio em camundon-
gos, cobaios e bovinos vacinados. Apenas duas das o0ito parti-
das testadas conferiram protecac a camundongos inoculados com
vacina nao diluida, uma contra a Toxina D, quando desafiado con
500 DLs,. Camundongos que receberam vacina diluida ndo apresen
taram niveis de protecao. Nenhum dos produtos testados, confe-
riu niveis, minimos de antitoxinas C e b, em cobaios inocula-
dos com vacina nao diluida. Os soros dos bovinos vacinados com
as vacinas que indicaram prote¢ao em camundongos, foram titula
dos por soroneutralizacao emn camundongos mensalmente durante
12 meses pds-vacinacao, verificando-se a presenca de baixos ni
veis de antitoxinas sericas [< 0,1 unidade internacional por mi
Tilitro (U.I/m1) para o Tipo C e 0,5 U.I/ml para o Tipo D] e
apenas transitoriamente ap0s a vacina¢ao de reforgo. Conclui-
se que as vacinas ndo atendem satisfatoriamente as exigencias
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minimas para a imunizacao dos bovinos.
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1. INTRODUCAD

0 Botulismo e enfermidade que acomete o homem e o0s
animais e € resultante da acdo das toxinas produzidas pelo
Clostridium botulinum. 0 agente etiologico e o quadro evoluti-
vo da doenca foram descritos e caracterizados, pela primeira
vez, por VAN EMERGEN (1897) citado por SOUZA (1985), que deno-
minou esse agente de Bacillus botulinus.

Posteriormente, novas amostras foram isoladas, e
HOLLAND (1918), citado por HIGASHI et alii (1978-79), classifi-
cou tias bacilos no genero Clostridium.

Atualmente, sao conhecidos sete tipos antigenicamen
te diferentes de Clostridium botulinum, de A ate G, sendo o ti-
po C subdividide em Co (BENGSTON, 1922} e C3 (SEDDON, 1922). 0
botulismo nos bovinos esta associado, principalmente, as toxi-
nas produzidas pelos tipos C e D (SIMMONS & TAMMEMAGY, 1964;
TOKARNIA et alii, 1970; SMITH, 1977). Nessa especie, a primei-
ra descricao da doenca foi feita por THEILER (1920)
do Sul, e a partir dai, novos surtos foram descritos em diver-
sos paises sendo considerada cosmopolita (ACHA & SZYFRES, 1986).
Entretanto, epizootias tem sido descritas, sobretudo em regioes

, na Africa

de solosdeficientes em fosforo, que, em associac3o com a acen-
tuada presenca de esporos na terra e no trato digestivo dos a-
nimais, oferecem condicoes para o aparecimento de surtos.

No Brasil, o primeiro relato de ocorrencia da doen-




ca foi feito por TOKARNLA et alii (1970), no estado do Piauf.
Posteriormente, novos surtos foram descritos por LANGENNEGGER
et alii (1983), nas regides de cerrado dos estados de Goias e
Minas Gerais. Segundo esses autores, a ocorrencia da doengca €
atribuida as mudancas no tipo de exploragcao pecuaria, atraves
da introducao de racas mais precoces, e a formacao de pastagens
artificiais em solos com teores de fosforo insuficientes para
suprir as exigencias dos animais, principalmente das femeas ges
tantes ou em lactacac. Quando procuram suprir suas deficiencias
atraves da ingestao de ossos e tecidos em decomposicdo, os a-
nimais ingerem a toxina formada nas carcacas, desencadeando-se,
entao, novos surtos.

Nos paises onde a doenca representa risco para os
rebanhos, adotam-se medidas profilaticas atraves da imunizacao
dos animais, com vacinas monovalentes ou bivalentes C e D, as-
sociada a suplementacdo mineral e & retirada das fontes de con
taminacao das pastagens. Entretanto, nos sistemas de <criacao
extensivos, a vacinacao constitui-se no principal mecanismo de
prevencao (HENNING, 1956; TAMMEMAGY & GRANT, 1967; JANSEY et
alii, 1976; GIELLESPIE & TIMONEY, 1981).

As primeiras vacinas empregadas no controle da do-
enca foram desenvolvidas por BENNETS & HALL (1938) e por MANSON
& STERNE (1938), na Australia e Africa do Sul, respectivamente.
Esses imunogenos eram preparados a partir do crescimento de a-
mostras de Clostridium botulinum em meios de cultura que con-
tinham proteina animal como fonte nutriente. Assim produzidos,
conferiam boa protecao aos animais imunizados quando se empre-
gava um esqguema prolongado de vacinag¢ao, com grandes volumes de
vacina. Com o desenvolvimento de novas tecnicas, que permiti-
ram a obtencao de toxinas mais concentradas e a incorporacao
de adjuvantes, as vacinas tornaram-se mais imunogénicas, pos-
sibjiitando a adocao de esquema de vacinacao reduzido, com vo-
lumes menores.

No Brasil, a comercializacao de vacinas antibotuli-
nicas bivalentes C e D se deu a partir de 1980, sendo que, no
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ultimo qliinqténio, ocorreu um crescimento significativo na pro
ducao desses imunogenos. De acordo com os dados fornecidos por
OLIVEIRA (1989)*, a producdo passou de 5.000.000 doses, em 1984,
para cerca de 15.000.000 de doses, em 1988. Atualmente, quatro
laboratorios respondem por essa producdo, tres 1localizados na
Regiao Sudeste e um no Nordeste do Pais.

Tendo em vista a crescente utilizacao da vacina co-
mo um dos mecanismos de combate da doenca e a inexistencia
de um controle oficial que ateste a qualidade dos imunogenos
empregados, o estudo aqui apresentado teve por objetivo ava-
Tiar esses produtos quanto a esterilidade, a inocuidade e prin
cipalmente, quanto a eficiencia, atraves dos niveis de anticor
pos humorais em baovinos inoculados e de ensaios em animais de
laboratorio.

No trabalho, procurou-se avaliar os imunogencs em
face de testes empregados em outros paises, com o objetivo de
fornecer subsidios para a implantacdo de programas de controle
da producao no Brasil.

* OLIVEIRA, M.A.R. Denonstrativo da producdo de vacinas anti-
botulinicas (DIPROD) no Brasil. (Comunicacdo Pessoal) 1989.
(Ministério da Agricultura - Divisdo de Produtos Veterini-
rios). Esplanada dos Ministérios, Bloco D, Anexo Ala A.
Brasilia, DF, CEP: 70043):




2. LITERATURA CONSULTADA
2.1. Metodos de producio

BENNETS & HALL (1938) prepararam uma vacina antibo-
tulinica tipo C, contendo pequena proporcao do tipo D, atraves
do crescimento das amostras em meio V.F., com caldo de carne.
0 toxoide era preparado pela adicao de 0,8% de formalina ao fil
trado toxico e incubado a 37°C. Apos a 1nafivac50, 0s antige-
nos eram adsorvidos em 0,6% de fosfato de aluminio. A vacina
foi testada em ovinos e bovinos, que receberam uma dose de 1
ml e outra de 5 ml1 apds 60 dias. Os animais assim imunizados a
presentaram alto grau de protecio. '

MANSON et alii (1938) produziram vacinas antibotuly
nicas monovalentes C e D, a partir do cultivo das amostras em
meio de cultura contendo particulas de carne de eqliino com 2%
de soro, incubado a 37°C, por cinco dias. 0 toxoide foi prepa-
rado a partir do filtrado toxico inativado com 0,5% de forma-
lina comercial. As vacinas foram empregadas em bovinos, obser-
vando-se o esquema de imunizacio que se segue:

1) Esquema primario:

Toxoide D - 19 dia

10 ml, em aplicacdo subcutanea;

32 semana

10 m1, em aplicacdo subcutanea;




52 semana

10 mt, em aplicacao subcutanea;

Toxoide C - 83 semana

1]

10 m1, em aplica¢ao subcutanea;

112 semana = 10 ml, em aplicacao subcutanea.

2) Doses subseqtientes:

Iniciaimente, reforco anual com 10 ml de cada toxoi
de; posteriormente, o esquema foi modificado para 5 ml a cada
seis meses.

Com a utilizacao desse esquema de imunizacao, a in-

cidencia de botulismo em bovinos foi reduzida a niveis insigni
ficantes.,

POLSON & STERNE (1946) desenvolveram, na Africa do
Sul, a producao de toxoide botulinico tipo D, através do cres-
cimento das amostras em celofane, contendo salina, imerso em
meio nutriente a base de particulas de carne. A toxina produzi
da apresentou altos titulos toxicos, da ordem de 1 x 10° doses
minimas letais (DML*/m1). 0 filtrado obtido era inativado, num
periodo de sete a 10 dias, com 0,5% de formalina comercial, en
quanto os filtrados obtidos pelo metodo convencional necessita
vam de tres semanas e do emprego de 0,8% de formalina. Cobaios
imunizados com 1/40 ml1 do novo toxoide, apos 30 dias, apresen-
tavam titulos de 80 unidades no soro, titulo este gquatro vezes
superior aos obtidos em cobaios vacinados com 0,5 ml de toxoi-
de produzidos pelo método convencional.

STERNE & WENTZEL (1950) prepararam, na Africa do Sul,
toxoide botulinico bivalente C e D, a partir do crescimento das
amostras em tubo de celofane, contendo salina, imerso em caldo
nutriente a base de milho (Corn steep liquor). As toxinas pro-
duzidas por esse metodo eram cerca de 50 a 100 vezes mais po-
tentes que as produzidas pelo método convencional. A inativa-

* DML - E a menor concentracio de toxina capaz de matar 100%

do Tote de camundongos inoculados, no prazo de ate 96 horas.




cao dessas toxinas era feita com 0,4% de formalina, em um pe-
riodo de seis a oito dias de incubacdo a 370C, para o tipo C,
e de 15 a 21 dias, para o tipo D. Apos a inativacao, o toxoide
era adsorvido en fosfato de aluminio (15 mg/ml) e sua antigeni
cidade avaliada em cobaios e bovinos. 0O toxoide preparado a par
tir de toxinas dialisadas demonstrou ser cerca de 8.000 vezes
mais eficientes que o produzido pelo metodo convencional.

NIGG et alii (1947) desenvolveram um meio de cultu-
ra para producdo de toxinas botulinicas tipos A e B, inativa-
das e adsorvidas pelo alumen., Esses autores compararam a toxi-
cidade de ambas as toxinas em camundongos e cobaios e conclui-
ram gque a toxina A apresentou titulo de 4 x 10° DML/ml em ca-
mundongos e de 20 g e 4 x 10* DML/m]l em cobaios, ocorrendo o in
verso com a do tipo B. De acordo com 0s pesquisadores, 0 pro-
cesso de inativacao das toxinas era primeiramente observado em
camundongos. Conseqlientemente, esses animais eram empregados
primeiramente e, apos o processo de inativacao ter-se completa
do nessa especie, inoculavam-se cobaios. Apos completa inativa
cao, o toxoide era precipitado pelo alumen e sua antigenicida-
de avaliada em camundongos imunizados com vacina diluida e de-
safiados com 0,5 ml de toxina nas doses de 15 a 40 DLsy, veri-
ficnado-se protecao dos animais imunizados com vacina nas di-
luicoes de 1:5 a 1:84. ,

LARSEN et alii (1955) desenvolveram um toxoide bo-
tulinico tipo €, usado na vacinacdo de martas, empregando tec-
nica similar a descrita por STERNE & WENTZEL (1950) e observa-
ram que:

1) altos niveis de toxina eramobtidos por esse me-
todo;

2) os animais imunizados com o toxoide precipitado
pelo alumen resistiram ao desafio de ate {1 x 10" DML por via
oral.

BELL et alii (1957) produziram toxoide botulinico tri
valente A, B e C, tambem empregado na imunizacao de martas, a-
traves do cultivo das amostras em membrana de dialise, imerso




em meio nutriente. As toxinas obtidas eram tratadas com forma-
1ina na concentracao final de 0,5% e, ap0s a inativacao preci-
pitadas com potassio de aluminio. Os animais imunizados resis-
tiram ao desafio, engquanto os de controle morreram em 24 horas.

CARDELLA et alii (1958) empregaram um meio para pro
ducao de toxina tipo C, contendo 4% de proteose de peptona, 2%
de N-7Z amine tipo B, 2% de extrato de levedura e 1% de glicose.
As culturas eram semeadas e incubadas, a 330C, por cinco dias
e apresentaram titulos de 0,8 x 10°® DLsq por mililitro. As to-
xinas assim produzidas eram purificadas por precipitacao com al
cool ou sulfato de amonia e convertidas em toxoide na presenca
de 0,6% de formalina. 0 toxoide era adsorvido com fosfato de a
luminio (7 mg/ml) e mostrou-se altamente antigenico em camun
dongos e cobaios.

CARDELLA et alii (1960), usando tecnica similar a des
crita por STERNE & WENTZEL (1950), produziram toxdoide botulini
co tipo D a partir da toxina purificada por precipitacao com
alcool e extracdo com cloreto de calcio. A toxina era converti
da em toxoide na presenca de 0,6% de formalina a 33°C e adsor-
vida em fosfato de aluminio (7 mg/ml). Mostrou-se altamente an
tigenica em camundongos, cobaios e coelhos.

WRIGHT et alii (1960) produziram toxoide botulinico
tipo A e B para a imunizac¢ao de seres humanos. Toxinas purifi-
cadas eram convertidas em toxoide com pH 5,5 e a 35°C, na pre
senca de 0,6% de formalina. No processo de inativacao, os au-
tores observaram que as toxinas eram, inicialmente, mais toxi-
cas para camundongos do que para cobaios e que a inativacao, pa
ra oS primeiros, ocorria mais rapidamente do que para 0SS segun
dos. Apo0s adsorcao em fosfato de aluminio, os toxoides mostra-
ram-se antigenicos em camundongos, cobaios e coelhos.

BOWMER (1963) estabeleceu o padrao internacional das
antitoxinas botulinicas tipos A, B, C, D e E, em unidades in-
ternacionais. Esse padrdo e definido como a atividade especifi
ca contida em cada tipo de antitoxina liofilizada e de peso co
nhecido: Tipo A- 0,1360 mg; Tipo B- 0,17 mg; Tipo C- 0,800 mg;




Tipo D- 0,0121 mg e Tipo E- 0,69i mg. As antitoxinas A e B se
comportam como soros monoespecificosS, enquanto as antitoxinas
C, De E, em certas condicoes experimentais, apresentam reagoes
cruzadas; estas, no entanto, sao monoespecificas quando se em-
prega a dose de teste recomendada. 0 autor relata detalhes da
producac de toxinas e de toxdides botulinicos; descreve, ain-
da, os meios de cultura apropriados para producao de cada tipo
de toxina e as tecnicas para a producdo de tox0ides mais anti-
genicos.

HEPPLE (1967) avaliou o emprego do hidroxido de a-
tuminio como adjuvante nas vacinas contra as clostridioses e
observou que:

1) o meThor pH para adsorcao de antigeno pelo hidro
xido de aluminio era entre 6,1 e 6,4;

2) a temperatura ideal para adsorcio estava entre
12°9C e 20°c;

3) a concentracao ideal para adsorcao era de 6 mg
hidroxido de aluminio por mililitro;

4) ocorria variacdo na adsor¢ao do antigenc entre os
diversos tipos de hidroxido de aluminio testados.

OLIVEIRA (1972} produziu anatoxina botulinica tipo
A, empregada na hiperimunizacdo de cavalos para obtencio de $0
ro antibotulinico. Na producao da anatoxina, o autor avaliou di
versos meios de cultura para producao de toxina, bem como o pe
riodo de incubacdo em que ocorria a toxigénese maxima das amos
tras empregadas. Na inativacdo das toxinaé, empregou diversas
concentracoes de formol e concluiu que, com o uso de 0,5% de
formalina, a inativacao ocorria em um periodo variavel de 20 a
25 dias, dependendo do titulo da toxina empregada. Cobaios i-
munizados com as anatoxinas advindas de toxinas inativadas com
essa concentracao de formol apresentavam niveis de anticorpos
superiores aos cobaios imunizados com anatoxinas em que se em-
pregaram concentracoes mais elevadas. Essa anatoxina foi ino-
culada em cavalos e, apos a hiperimunizacdo, obtiveram-se plas




mas com titulos neutralizantes de 160 U.I./ml. Apos purifica-
cao, esses titulos elevaram-se para 1400 U.I./ml.

2.2. Testes de eficiéncia

MANSON et alii (1938) avaliaram a antigenicidade de
toxoides botulinicos monovalentes C e D, empregando o teste de
soroprotecao em camundongos e usando toxinas C e D em DML, que
eram neutralizadas por 0,1 ml de soro de bovinos imunizados. 0b
servaram que 0,1 ml de soro neutralizava doses superiores a 5
DML de ambas as toxinas nos animais que receberam tres doses de
cada toxoide.

HOTTLE et alii (1947) testaram diversos matodos pa-
ra a avaliacao de toxoides botulinicos tipos A e B, através da
imunizacaoc de cobaios e camundongos, observando que:

1) cobaios imunizados com toxgide adsorvido em alu-
men resistiram ao desafio de ate 1 x 106 DML; entretanto, a a-
cuidade do metodo de avaliacdo era limitada pela variacao na
resposta de cada animal, bem como pelo pequeno numero de ani-
mais empregados no teste de cada toxoide;

2) camundongos imunizados com vacina integral e com
dilui¢coes duplicadas da vacina, quando desafiadqs, resistiram a do
se de 4 x 10" DLs, com a vacina integral e os animais imuniza-
dos com a vacina na diluicdo 1:14 resistiram 3 dose de prova
de 32 DLso — em ambos os metodos, o nivel de protegao foi de-
terminado em 50% de sobrevivéncia ao desafio, segundo RED &
MUENCH (1938);

3) existia uma marcada diferenca na resposta anti-
genica de camundongos vacinados com vacina sem adjuvante e pre
cipitada pelo alumen — G uso de vacina sem adjuvante resultava
uma baixa resposta;

4) cobaios apresentavam uma mesma resposta quando i
munizados com vacina sem adjuvante ou precipitada pelo allmen.
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STERNE & WENTZEL (1950) avaliaram a antigenicidade
dos toxoides botuliniceos bivalentes C e D em cobaios e bovinos.
0s cobaios imunizados apresentaram, quatro Semanas apos a va-
cinacao, niveis superiores a 80 unidades de antitoxinas C e D
por mililitro de soro. Ja os bovinos apresentaram niveis que
variaram de 0,5 a 2,0 unidades, seis semanas apos a primeira
dose; mas, 12 dias depois da dose de reforc¢o, os niveis foram
superiores a 500 unidades de antitoxinas C e D por mililitro de
Soro.

APPLETON & WHITE (1957), ao avaliarem a antigenici-
dade do toxoide botulinico tipo C em camundongos, observaram que

1) camundongos imunizados pela via subcutanea ou in
traperitoneal apresentaram resposta similar ao toxoide;

2) a resposta em camundongos imunizados com uma ou
duas doses de vacina era, praticamente, a mesma quando desa-
fiados 14 ou 21 dias apos a vacinacao;

3} camundongos imunizados com toxoide diluido, pro-
duzido a partir de toxina dialisada, apresentavam protecao aci
ma de 75% ao desafio com 32 DLsy, mesmo quando imunizados com
uma unica dose de vacina diluida a 1:10; o mesmo experimento com
toxoide produzide a partir de toxina nao-dialisada resultou na
morte de todos os animais desafiados;

4) camundongos imunizados com uma unica dose de 0,5
ml de toxoide integral resistiram ao desafio de ate 4,22 x 10*"
DLsy, 21 dias apo0s a vacinacao;

5) a melhor resposta apresentada pelos animais, quan
do imunizados com uma ou duas vacinacoes, foi com a dose de 0,5
ml do toxoide.

CARDELLA et alii (1958 e 1960), na avaliacao de to-
xoides botulinicos tipos C e D, produzidos a partir de toxinas
purificadas, constataram que:

1} camundongos imunizados com 1 ml do toxoide, por
via subcutanea, e desafiados 35 dias apos a vacinacgao foram pro
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tegidos contra a dose de prova de ate 1,1 x 10° DLsy, para o
tipo C, e de 1,0 x 10° DLsy, para o tipo D;

2) cobaios imunizados com 1 ml1 do toxdide apresenta
ram niveis de antitoxina no soro superiores a 8 U.I./ml1, para
0 tipo D, quando sangrados a partir da nona semana apos a va-
cinagao;

3) a resposta imune em camundongos era melhor quan-
do se utilizava toxoide adsorvido em fosfato de aluminio, en-

quanto, em cobaios, a resposta era a mesma com toxoide com ou
sem adjuvante,

TAMMEMAGY & GRANT (1967) tambem avaliaram a prote-
cao conferida a bovinos imunizados com uma ou duas doses de to
x0ide botulinico bivalente C e D. A antigenicidade foi determi
nada atraves da soroprotecao em camundongos e do desafio com to
xina D de animais imunizados. No teste de soroprotecao, camun-
dongos foram inoculados com uma mistura contendo 0,1 ml de so-
ro e 0,25 ml de toxina D, com uma dose minima letal (DML).
Atraves deste teste, os autores observaram que niveis de anti-
toxina eram detectaveis a partir da terceira semana apos a va-
cinacao e mantidos por um periodo superior a 12 meses. Como ne
nhum dos animais imunizados com o toxdide bivalente desenvol-
veu sinais de intoxicacao, quando desafiado com a dose de 22,5
DLsc¢/kg/via oral, os autores concluiram que bovinos imunizados
com toxoide botulinico bivalente C e D, com uma ou duas doses,
mantinham-se imunes a toxina D por um periodo superior a 24 me
ses.

PRANTER (1975) testou, comparativamente, a poténcia
de vacinas contra toxina botulinica tipo C em camundongos, co-
baios e martas, empregando técnicas usadas nos paises escandi-
navos, nos kstados Unidos da America e no Reino-Unido. Chegou s
seguintes conclusdes:

1) A vacina testada de acordo com a técnica emprega
da na Escandinavia — camundongos de 14 a 16 g eram imunizados
com a dose de 0,2 ml de vacina em diluicdes duplicadas (1:1, 1:4,
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1:8), mantendo-se constante a concentracio de adjuvantes da va
cina original; apos 21 dias, os animais de cada grupo eram de-
safiados, por via intraperitoneal, com 10 DL,,o (25 DLsc) de to
xina C; a potencia da vacina era avaliada pela sobrevivéncia
de 80% dos animais imunizados com as diluicdes 1:2, 1:4 e de 50¢%
na diluicao 1:8 — mostrou-se altamente eficiente, cumprindo as
taxas de sobrevivencia em todas as diluicdes requeridas no tes
te.

2) A tecnica empregada nos Estados Unidos — martas
de 900 g eram inoculadas com 1 ml do toxoide e desafiadas, apos
25 dias, com 1 x 10" DLs, de toxina C, por via oral, e a poten
cia avaliada pela sobrevivencia de 80% dos animais imunizados —
tambem foi eficiente na avaliacdo do toxdide testado, protegen
do 100% dos animais imunizados.

3) No teste empregado no Reino Unido — cobaios de
400 g eram imunizados com a dose minima recomendada pelo fabri
cante da vacina e, apos 26 dias, eram sangrados; determinado o
nivel de antitoxina no soro, através da soroneutralizacio em
camundongos, exigiam-se niveis minimos de 5 U.I. e 1 U.I. por
mililitro de soro, para os tipos C e O, respectivamente - a va
cina em teste nao cumpriu os requisitos. Entretanto, revacinan
do-se os animais 21 dias apds a primeira dose e dosando-se 0 so
ro 10 dias depois, os niveis de antitoxina foram de 6,5 U.I./
ml, atendendo as exigéncias do padrao.

A partir dos resultados encontrados, o autor suge-
riu que os modelos de teste que empregavam o desafio de ani-
mais imunizados, como avaliacdo da poténcia do imundgeno, eram
mais seguros do que os modelos que adotavam o nivel de antito-
Xina no soro e que havia necessidade de novos experimentos pa-
ra se correlacionar o titulo humoral de antitoxina dos animais
imunizados com os modelos gue utilizavam o desafio com toxina.

JANSEN et alii (1976) compararam a resposta de bo-
vinos imunizados com toxoides botulinicos bivalentes C e D,

adsorvido em fosfato de aluminio e em emulsdo oleosa, atraves
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da determinacao do nivel de antitoxina no soro dos animais 1ino
culados, empregando a soroneutralizacao em camundongos. 0s au-
tores observaram que 0s animais imunizados com vacina adsorvi-
da em fosfato de aluminio so apresentaram niveis de antitoxina
duas semanas apos a dose de reforco. Esses niveis variavam, a
partir da segunda ate a decima semana, de 10 a 0,5 U.I./ml, pa
ra 0 tipo D, e de 2,0 U.I./ml ate niveis nao-detectaveis, para
o tipo C. Nos animais que receberam a vacina em emulsao oleosa,
0s niveis de antitoxina foram detectados, a partir da quarta se
mana apos o estimulo primario. Depois da inoculacao da dose de
reforco, observaram-se, no soro dos animais, niveis superiores
a 20 U.I./ml, para o tipo C, e a 100 U.I./ml, para o tipo D,
sendo que 0s niveis de antitoxina foram ainda detectados ate quinta
semana apos o reforco. A partir desses resultados, os autores
concluiram que a vacina em emulsao oleosa, por ser mais antige
nica, poderia ser empregada como estimulo primario na imuniza-
c¢3o de animais jovens e que, nas vacinacoes subseglientes, de-
veriam ser utilizadas vacinas adsorvidas pelo aluminio.
MATHEWS (1976) avaliou, experimentalimente, a res-
posta antigénica de cobaios vacinados com toxoides botulinicos
bivalentes e monovalentes C e D, com uma Gunica dose, segundo
tecnica descrita pelo BRITISH VETERINARY CODEX (1970). Obser-
vou que os niveis de antitoxina, quando determinados na quarta
semana apos a vacinag¢ao, nao cumpriam 0$ requisitos minimos e-
xigidos pelo teste; entretanto, esses niveis eram incrementa-
dos quando avaliados na sexta e na nona semanas apos a vacina-
cdo, atingindo niveis medios de 8 a 5 U.I./ml de soro para os
tipos C e D, respectivamente. O aumento do nivel de antitoxing,
a partir da oitava semana ap0S a vacinacao, tambem foi observa
do em bovinos imunizados com toxoide C. Em outro experimento, 0
autor constatou a interferéncia entre os antigenos C e D, na
resposta humoral para cada tipo sorologico, nos animais imuni-
zados com a vacina bivalente. Esse efeito, no entanto e relati
vamente pequeno quando comparado aos erros existentes na deter
minacdo da poténcia e a dificuldade de se formular uma vacina
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bivalente com propor¢oes otimas desses antigenos. Com o0s resul
tados obtidos nos testes em cobaios para a avaliacdo da potén-
cia dos imunogenos, o autor sugeriu ndo So a necessidade de rea
valiacao do modelo empregado, principalmente quanto ao periodo
da determinacao dos niveis de antitoxina - a partir da sexta se
mana, ocorre o pico na producao de anticorpos, como tambem a
necessidade de se estabelecer uma referéncia internacional pa-

ra a preparacao de vacinas bivalentes, atraves de estudos com
ensaios correlatos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.17. Local do trabalho

Os trabalhos foram desenvolvidos, inicialmente, no
Laboratorio de Doencas Bacterianas do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva, da Escola de Veterinaria da Universi-
dade Federal de Minas Gerais, sendo concluidas nas dependencias
do Laboratorios Nacional de Referencia Animal (LANARA), do Mi-
nisterio da Agriculutra, em Pedro-Leopo]do e em uma proprieda-
de rural do Municipio de Matozinhos, Minas Gerais.

3.2. Aquisicao e identificacao das vacinas

Para efeito de avaliagao, vacinas de cada laborato-
rio produtor foram adquiridas, ao acaso, no comercio, observa-
do o periodo de validade de cada uma, e conservadas de acordo
com as especificacoes do fabricante.

Os laboratorios produtores das vacinas testadas fo-
ram codificados com letras. As vacinas foram identificadas por
numero precedidas pelo codigo do laboratorio.

Na realizacao dos testes, utilizaram-se as sequin-
tes vacinas e partidas:




Laboratorio -Produtor Partidas
s DE v
r‘a\' Q/\’
X X1 S *
o ﬁfﬁu 2
Y Y-1, Y-2 L by | Z
N 3
Z -1, 21-2, 71-3 OF )
' IM.G-
W W-1, W-2

3.3. Animais de experimentacao

Para observacao dos efeitos das vacinas testadas, fo
ram utilizados os seguintes animais:

1) camundongos albinos da raca Swiss, linhagem Webster,
de ambos os sexos, pesando entre 14 e 22 g, cedidos pelo biote
rio do Laboratorio Regional de Apoio Animal (LARA), do Ministe
rio da Agricultura, de Porto Alegre, Rio Grande do Sul;

2) cobaios de qualquer sexo, pesando entre 200 e 350
g, cedidos pelo bioterio do LANARA, de Pedro Leopoldo, Minas Ge
rais;

3) novilhas mesticas Holandes-Zebu pesando entre 200
e 300 kg, mantidas em propriedade rural no Municipio de Mato-
zinhos, Minas Gerais.

3.4, Amostras utilizadas

Para a producao das toxinas empregadas nos testes de
eficiencia, foram utilizadas amostras de C(lostridium botulinum*,
tipos C e D.

3.5, Meios de cultura

Para a producac de toxina, foram empregados o0os se-
guintes meios de cultura:

* Amostras cedidas pelo Professor Hans Rieman, da Univ. California, USA.
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1) meio de enriquecimento descrito por SYUTO & KABO
(1972);

2) meio descrito por WRIGHT et alii (1933):

3) meio descrito por CARDELLA et alii (1958).
3.6. Producdo de toxinas botulinicas tipos C e D

Para a producao de toxina, as amostras foram semea-
das, primeiramente, em meio de enriquecimento (SYUTO & KABO,
1972} e incubadas em estufa, a 37°C, por 24 horas.

Posteriormente, cada amostra foi repicada em meios
de WRIGHT (1933) e de CARDELLA et alii (1958). As amostras i-
noculadas no primeiro meio foram incubadas a 370C, por um pe-
riodo de nove dias, enquanto as amostras inoculadas no segundo
meio foram incubadas em jarras de anaerobiose, tipo GASPAK*, e
mantidas a 3506, por seis dias, ao fim dos quais ocorria a to-
xigenese maxima (BOWMER, 1963).

Decorrido o tempo de incubacao, foram feitas, de ca
da amostra, laminas coradas pelo metodo de Gram, e as fracgoes
Tiquidas co?hidas, centrifugadas a 2.000 rotacbes por minuto
(rpm) a 0°C (OLIVEIRA, 1972). A seguir, os sobrenadantes obti-
dos foram filtrados em filtros MILLIPORE**, cujas membranas eram
dispostas de maneira que a porosidade decrescia, progressiva-
mente, de 1,5 u ate 0,45 u de didmetro efetivo (HIGASHI et alii,
1978).

O0s filtrados tipos C e D, obtidos em ambos os meios
de cultura, foram acondicionados, em pequenas aliquotas, em fras
cos estéreis, devidamente identificados e mantidos, respecti-
vamente, a 0%¢ e a -70°C, ao abrigo da luz.

*

B.B.L. Microbiology Systems, Becton Dickison and Company. P.C.
Box 243 - Cockeysville, MD21030-USA.

Millipore Intertech-Inc., P.0. Box 255, Bedford, Massachussets - USA.

* *
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3.7. Conservacao das amostras

As amostras empregadas na producao de toxina foram
mantidas a 0°C, em tubos de 20x200 mm contendo meio de WRIGHT
(1933), e repicadas a cada 120 dias, pois, segundo STEVENSON et
alii (1947), perdem seu poder toxigénico.

3.8. Titulacao das toxinas

Para titulacao, foram tomadas aliquotas de cada to-
xina, produzidas em meio de WRIGHT (1933) e de CARDELLA et alii
(1958). As toxinas foram diluidas em tampao fosfato gelatina,
em diluicoes decimais. Para cada diluicao, inocularam-se cinco
camundongos do mesmo sexo, pesando entre 18 e 20 g, com 0,5 m1,
por via intraperitoneal. A observacao de sintomas e morte ~dos
animais era feita, a partir da inoculacao, ate 96 horas, de a-
cordo com BOWMER (1963). A seguir, foram calculados os t3tulos
das toxinas em dose letal a 50% (DLsg)*, empregando-se a tecni
ca descrita por REED & MUENCH (1938).

Para realizacao dos testes de eficiencia, optou-se
pelo uso das toxinas que apresentaram maior tTtulo.

Durante todo o experimento, os titulos dos filtra-
dos, mantidos a 0°C e a -YOOC, foram avaliados a cada 30 dias.

3.9. Toxinotipia

Para se confirmarem os tipos das toxinas empregadas ,
utilizou-se a tecnica descrita por PREVOT (1955), com as modi-
ficacOoes que sao especificadas a sequir.

Segundo BOWMER (1963), podem ocorrer reacdes cruza-
das entre os tipos C e D, quando uma Unidade Internacional (U.I.)
de antitoxina € neutraliza 10 DLs, de toxina D. Considerando

* DLso - E a menor concentracdo de toxina capaz de matar 50% do

lote dos camundongos inoculados, em um periodo de quatro dias.
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essa possibilidade, as toxinas foram diluidas em tampao fosfa-
to gelatina, para conterem 500 DLs, por mililitro e por tipo.

A seguir, 1 ml de cada toxina contendo a dose prova
foi colocado em tubos de ensaio. A cada tubo, acrescentou-se 1
m] de antitoxina padrdo* homologa, contendo 1 U.I., e o volume
foi completado para 2,5 ml com tampao fosfato gelatina. Apos ho
mogeneizacao, 0s tubos com as misturas foram mantidos em banho-
maria, a 37°C, por 60 minutos.

Grupos de quatro camundongos do mesmo Sexo, pesando
de 18 a 20 g, foram inoculados com 0,5 ml de cada mistura, por
via intraperitoneal. Como controle, inocularam-se guatro camun
dongos para cada tipo de toxina, pela mesma via, com 0,5 ml de
toxina com a dose de prova.

Os camundongos foram observados por 96 horas. 0 ti-
po foi determinado pela sobrevivencia dagueles que receberam a
mistura de toxina com antitoxina homologa.

3.10. Determinacao da dose-teste

Para determinacao da dose de cada toxina a ser em-
pregada na titulacao do soro dos animais imunizades, optou-se
pelo nivel de teste na dose de L+/10**,

Inicialmente, cada toxina foi diluida com tampao fos
fato gelatina, para conter 1000 e 100 DLso/0,1 ml, para os ti-
pos C e D, respectivamente.

A dose-teste foi determinada segundo tecnica descri
ta pelo CENTER FOR DISEASE CONTROL (1980), que pode ser resumi

da nos sequintes passos:

* U.S. Department of Health and Human Services Public Health

Service, Center for Disease Control, Bureau of Laboratories
Atlanta, Georgia, 30333-U.S.A.

** L+/10 - E a quantidade de toxina que, misturada com 0,1 U.I.
de antitoxina homologa, matara bU% dos camundongos, em ate 96
horas apos a inoculacao.
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1) Variadas quantidades de cada toxina foram mistu-
radas a 0,5 U.I. de antitoxina homologa (dose contida em 0,5
ml) e o volume completado para 2,5 ml com tampao fosfato gela-
tina. Apos homogeneizacao, as misturas foram incubadas em ba-
nho-maria a 37°C,p0r 60 minutos,

2) A seguir, inocularam-se grupos de quatro camun-
dongos, do mesmo sexo, pesando entre 18 e 20 g, com a dose de
0,5 ml, de cada mistura, por via intraperitoneal.

3) Os animais foram observados por quatro dias, e a
dose-teste calculada sequndo REED & MUENCH (1938).

4) 0 teste foi repetido apos uma semana. Tomou-se,
como dose de cada toxina, o mesmo resultado obtido em dois tes
tes consecutivos.

3.11. Provas de controle
3.11.1. Testes de esterilidade

0s testes de esterilidade foram realizados para to-
das as vacinas e partidas testadas e contituiram-se em semear
1 m1 de cada amostra nos seguintes meios de cultura: Caldo Lac
tosado*, Caldo Casoy*, Tioglicolato** e Caldo Sabouraud**

Com excecao do Caldo Sabouraud, incubado a 250C, to
dos os outros meios foram mantidos a 37°C, por periodos de se-
te a 14 dias, e observados quanto ao crescimento de bactéerias
e fungos, conforme orientacao do BRITISH VETERINARY CODEX (1970)

3.11.2, Testes de inocuidade

0s testes de inocuidade foram feitos atraves da 1i-

* Dijfco Laboratories, Detroit, Michigan-U.S.A.

** Merck, Frankfurter Strasse 250 - D-6100 - Darmstadt-R.F.A.
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noculacao de 1 ml de cada vacina em camundongos de 18 a 20 g e
de 5 ml em cobaios de 250 a 350 g, ambos pela via subcutanea.
O0s camundongos foram observados por 10 dias e os cobaios, por
21 dias. As vacinas eram consideradas inocuas quando nao se
evidenciavam alteracao local e sinais da doenc¢a ou morte nos
animais (CARDELLA et alii, 1958).

3.11.3. Niveis de adjuvantes

Os niveis de fosfato de aluminio (Al PO,) e de hi-
droxido de aluminio [Al (OH),], empregados como adjuvantes nas
vacinas testadas, foram determinados atraves de testes quimi-
cos, de acordo com U.S. PHARMACOPEIA NATIONAL FORMULARY (1985).

3.11.4. Testes de potencia en camundongos

A poténcia das vacinas foi determinada através da i
noculacao de camundongos e de posterior desafio com toxinas C
e D, tendo sido a imunogenicidade de cada uma avaliada pelc grau
de resistencia apresentado. Na realizacao dos testes, os ani-
mais foram inoculados com vacina integral e com vacina em di-
Tuigoes duplicadas.

3.11.4.1. Inoculacdo com vacina integral em dose u-
nica e desafio aos 21 e 35 dias apos a va
cinacgao .

Para cada vacina, foram inoculados dois grupos de 60
camundongos do mesmo sexo, pesando entre 18 e 20 g, com 1 ml,
pela via subcutanea.

Apos 21 dias, o primeiro grupo foi subdividido em
dois subgrupos com o mesmo namero de animais e novamente subdividido
em sete grupos de quatro camundongos desafiados cor: 6,5, ml, por via intra
peritoneal, com doses crescentes em UL  de toxinas C e [ descritas no
Ttem 3.8. segundo a técnica desenvolvida por HOTTLE et alii (1947}).
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Aos 35 dias, repetiu-se o mesmo experimento com ¢
segundo grupo, aplicando-se a técnica de CARDELLA et alii (1960)

Como controle, inocularam-se, por via intraperito-
neal, dois camundongos nao-vacinados com a dose de prova de ca
da toxina.

Em ambos os experimentos, os animais foram observa-
dos por 96 horas e a dose de cada toxina que matou 50% dos a-
nimais inoculados calculada pelo método REED & MUENCH {1938).

3.11.4.2. Imunizacao com vacina integral em duas doses

Para cada vacina foram vacinados 60 camundongos do
mesmo sexo, pesando de 18 a 20 g, com uma dose de 0,5 ml, por
via subcutanea, seguida de reforco, com a mesma dose, tres dias
apos a vacinacdao inicial.

Apos 21 dias, os animais foram divididos em dois gru
pos iguais e subgrupos de quatro camundongos desafiados com 0,5
ml, por via intraperitoneal, com doses crescentes em DL, de to
xinas C e D, conforme descrito no item 3.8.

Como controle, inocularam-se, por via intraperito-
neal, dois camundongos nao-vacinados com a dose de prova.

Os animais foram observados por 96 horas e a anti-
genicidade da vacina calculada pelo método de REED & MUENCH
(1938), de acordo com a tecnica descrita por APPLETON & WHITE
(1957).

3.11.4.3. Imunizacao com vacina diluida

Na avaliacao de cada vacina, foram imunizados 180 ca
mundongos do mesmo sexo, pesando de 14 a 17 g, com uma dose de
0,2 ml1 de diluicoes duplicadas de vacina (1:2, 1:4, 1:8, 1:16), por
via subcutanea, mantendo-se a mesma concentracao do adjuvante
empregado na vacina original.

Apos 21 dias, os animais foram divididos em dois gru
pos iguais e 20 camundongos imunizados com cada uma das dilui-
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¢oes da vacina foram desafiados com a dose de 25 DbLs, de toxi-
na C e D contida em 0,5 m1, por via intraperitoneal.

Como controle, dois camundongos foram inoculados,
pela mesma via, com a dose de prova de cada toxina.

Os animais foram observados por 96 horas e a antige
nicidade avaliada pela percentagem de sobrevivencia dos animais
imunizados com as diferentes diluicoes, de acordo com a tecni-
ca descrita pelo OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZZOTIES (1986).

3.11.5. Teste de potencia em cobaios

A potencia das vacinas foi determinada tambem atra-
vés da imunizacdo de cobaios e, neste caso, o nivel de antitoxi
na no soro dos animais inoculados foi usado como indice de an-
tigenicidade do toxoide.

Empregou-se, nessa avaliacao, a técnica descrita pe
1o BRITISH VETERINARY CODEX (1970), bem como as modificacoes
da tecnica propostas por outros autores, as quais serao deta-
Thadas a seguir. -

Para cada vacina, foram inoculados, por via subcutd
nea, dois grupos de 10 cobaios do mesmo sexo, pesando de 250 a
350 g, com a menor dose indicada pelo laboratorio fabricante,
ou seja, 1 ml para as vacinas A, B e C e 2 ml para a vacina D.

Apos a vacinacdo, os animais do primeiro grupo fo-
ram sangrados na quarta e na sexta semanas, de acordo, respec-
tivamente, com a tecnica acima definida e com a modificagao pro-
posta por PRANTER (1975).

0 segundo grupo recebeu nova dose de vacina aos 21
dias apos o estimulo primario e foi sangrado 10 dias apos o re
forco, segundo tecnica descrita por MATHEWS (1976).

A partir de cada colheita, preparou-se um pool de
soros, que foram titulados em camundongos com a dose-teste de
cada toxina, empregando-se a tecnica descrita pelo CENTER FOR
DISEASE CONTROL (1980).

A vacina era considerada de boa qualidade quando o
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pool de soros dos animais imunizados apresentava niveis mini-
mos de antitoxina de 5 U.I. por mililitro, para o tipo C, de 1
U.I1., para o tipo D.

3.11.6. Teste de poténcia em bovinos

Foram vacinadas cinco novilhas, pesando de 200 a 300
kg, com a dose de 2 ml recomendada pelos laboratorios produto-
res das vacinas ~, Ye Ze de 3 ml da vacina W, por via sub
cutanea. Apos 45 dias, os animais foram revacinados. Como con-
trole, empregaram-se quatro novilhas, do mesmo peso, nao-vaci-
nadas.

Apos a primeira vacinacao, todos os animais foram san
grados por um periodo de 12 meses, segundo o esquema abaixo:

Dias Colheita
0 (VAacCinNagao)e ee eewseoennnnas 1a
11 Z 23
11 0 3a
45 (revacinacan).eeeeseeesennns 43

A partir da revacinagao, as colheitas foram feitas
a cada 30 dias.

Apos cada sangria, o soro obtido era centrifugado e
constituiu-se um pool de soros por vacina, que foram acondicio
nados em frascos estéreis e mantidos a -20°C até o momento da
execucdao dos testes. Cada pool de soros foi testado em um pe-
riodo maximo de 30 dias apos cada colheita.

Inicialmente, foi feita uma triagem em cada pool de
soros, atraves da soroprotecao em camundongos, segundo a tecni
ca empregada por TAMMEMAGI & GRANT (1967), conforme detalhamen
to que se segue,.

Para cada tipo de toxina, dois camundongos do mesmo
sexo, pesando de 18 a 22 g, foram inoculados, por via intrape-
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ritoneal, com 0,5 ml de uma mistura contendo 0,25 ml] de cada
rool de soro e com 0,25 ml de toxina contendo 5 DLs,. Antes da
inoculacao, a mistura era homogeneizada e mantida a 370C, por
60 minutos.

Como controle, na execugdao de cada teste, quatro ca
mundongos eram inoculados, por via intraperitoneal, com a dose
de prova de cada toxina contida em 0,5 ml.

Os animais foram observados por 96 horas e a sobre-
vivencia dos animais era tomada como indicativo da presenca de
antitoxina homologa a empregada no teste.

Posteriormente, os pool de soros que conferiram pro
tecao foram titulados em camundongos, através da inoculacio de
misturas contendo a dose-teste de cada toxina, com volumes cres-
centes de cada pool, de acordo com a técnica descrita peio CENTER
FOR DISEASE CONTROL (1980).

Foram considerados como titulos protetores niveis mi
nimos de 0,5 U.I. de cada antitoxina por mililitro de soro, de
acordo com STERNE & WENTZEL (1950).
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4, RESULTADO E DISCUSSAQ
4.1. Producao e titulacao de toxina

A producao de toxinas botulinicas C e D, a partir
dos meios de cultura empregados, e os titulos obtidos sao apre
sentados nas TAB. I e II.

Os inoculos de Clostridium botulinum tipo C, quando
semeados no meio descrito por CARDELLA et alii (1958), apresen
taram maior producdo de toxina, com titulos medios de 6,31x10"
DLsy/ml, enquanto, no meio descrito por WRIGHT (1933), os ti-
tulos de toxina foram de 3,98 x 103 DLso/ml. A amostra de Cleos
tridium botulinum tipo D apresentou producac de toxina similar
em ambos os meios empregados, com titulos médios de 6,3 x 10°
DLso/m1.

O0s resultados da producao de toxina da amostra de
Clostyridium botulinum tipo C confirmaram a eficiencia do meio
de cultura empregado por CARDELLA et alii (1958) em relacdo aos
meios convencionais, a base de proteina animal como fonte nu-
triente. Esse meio passou, entao, a ser utilizado para produ-
cao das toxinas empregadas neste trabalho.

O0s titulos toxicos obtidos com as amostras de Clostridium
botulinum tipos C e D foram inferiores aqueles conseguidos por
outros pesquisadores (POLSON & STERNE, 1946; STERNE & WENTZEL,
1950; CARDELLA et alii, 1958; CARDELLA et alii, 1960). Isso, pro
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vavelmente, pode ser atribuido ndo so 3 toxigenicidade da amos
tra usada, como tambem a0 processo de producio e ao meio de cul
tura empregados. Segundo OLIVEIRA (1972), existe uma variacao
da toxigenicidade de uma amostra para outra, assim como uma re
tacao direta entre o meio de cultura e a producao de toxina.

Entretanto, os titulos obtidos foram suficientes pa
ra a execucao dos testes realizados e ate mesmo superiores aos
titulos das toxinas empregadas por TAMMEMAGY & GRANT (1967) na
avaliacao de imunogenos antibotulinicos.

Durante a pesquisa, foi testada a estabilidade das
toxinas botulinicas C e D, que foram mantidas, nao-diluidas, a
temperatura de -70°C e a UOC, por 12 meses. Essas toxinas fo-
ram tituladas mensalmente em camundongos, e os titulos obtidos,
conforme descricao feita no item 4.1., foram mantidos em todas
as etapas, nao ocorrendo variacoes entre as a1Tquotas conserva
das a -70%C e a 0°c.

Segundo BOWMER (1963), as toxinas botulinicas C e D
sao instaveis, devendo ser produzidas todas as vezes gue forem
utilizadas er testes. TAMMEMAGY & GRANT (1967) observaram, po-
rem, que essas toxinas se mantiveram estiveis por um periodo
superior a 36 meses quando conservadas a ZOC, nao-diluidas. Os
resultados do presente trabalho foram semelhantes, nao se evi-
denciando, portanto, a necessidade de se produzirem e titula-
rem as toxinas C e D todas as vezes em que forem empregadas.

4.2. Toxinotipia

Os tipos C e D foram confirmados, pois nao ocorreu
morte entre os camundongos inoculados com a mistura de toxina
com soro homologo, sequndo resultados apresentados na TAB, III.

4.3. Determinacao da dose teste

A dose de cada toxina ao nivel L+/10, calculado se-
gundo REED & MUENCH (1938), foram de 0,09 e 0,06 ml para os ti




28

pos C e D, respectivamente, como se pode verificar nas TAB. IV
e V.

De acordo com BOWMER (1963), os niveis de teste re-
comendados para as toxinas C e D seriam L+*. No entanto, optou
se pelo nivel L+/10, em decorrencia de testes preliminares com
0s imunogenos, que levaram a uma expectativa de baixos niveis
de anticorpos nos animais imunizados. Segundo o CENTER FOR
DISEASE CONTROL (1980), o nivel de teste a ser empregado depen
de da potencia da toxina e da antitoxina nele utilizadas. Nes-
te experimento, trabalhou-se com as toxinas diluidas e, em con
seqliéncia do titulo trabalhado, empregou-se o nivel de L+/10.

Esse mesmo nivel foi tambem utilizado por OLIVEIRA
(1972) na determinacao da dose-teste de toxina A, empregada na
titulacao de soro antibotulinico produzido em eqliinos.

4.4, Provas de controle
4.4,1, Esterilidade

Todas as vacinas testadas mostraram-se estereis gquan-
do semeadas de acordo com o que se descreve no item 3.11.1, nao
ocorrendo crescimento de bacterias e/ou fungos.

4.4.2. Inocuidade

Com excegae da vacina Y-2, as outras mostra-
ram-se inocuas nos testes realizados em camundongos e cobaios,
conforme descrito no item 3.11.2.

Quando inoculades pela vacina Y-2, os cobaios apre-
sentaram, apos sete dias, sinais clinicos de botulismo, carac-
terizados, principaimente, pelas seguintes manifestacoes: res-

* L+ - E a quantidade de toxina que, misturada com uma U.I. de
antitoxina homologa, matara 50% ao lote de cawundongos inc-

culados, quatro dias apos a inoculacao.
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piracdo ofegante, incoordenacao motora, abdomen cintado, para-
lisja flacida progressiva, incapacidade de locomogcao e, final-
mente, asfixia e morte. No entanto, quando inoculada em camun-
dongos, a mesma vacina mostrou-se inccua. A maior resistencia
dos camundongos em relacao ao processo de inativacao com for-
maldeido foi tambem observada por NIGG et alii (1947) no pre-
paro de toxoides botulinicos tipos A e B. WRIGHT et alii (1960)
atribuiram essa resistencia a inativacdo parcial da toxina, de
que restaria uma pequena porcao que seria mais toxica para 0S
cobaios. De acordo com esses achados, o processo de inativacao
deveria ser feito por um periodo mais longo.

Segundo OLIVEIRA (1972), a destoxificacao deve ser
realizada primeiramente em camundongos. Caso esses animais nao
apresentem sintomas de botulismo ate o decimo dia apos a ino-
culacao, sao inoculados cobaios, que devem ser observados por
40 dias. A prova previa em camundongos e indicativa da presen-
¢ca de toxicidade residual.

0 resultado apresentado neste trabalho demonstra que
6 teste de inocuidade da vacina Y-¢4, nac foi conduzido se
gundo criterios estabelecidos para a producﬁo de toxoides bho-
tulinicos e que a presenca da toxicidade residual pode impli-
car riscos de acidente vacinal.

4.4.3. Concentracao de adjuvantes

0s niveis de fosfato de aluminio (A1P0,) e de hidro
xido de aluminio [A1(OH),] estao apresentados na TAB. VI. Os
resuitados obtidos demonstram uma significativa variacao nos
niveis de adjuvantes entre as diferentes partidas e vacinas a-
valiadas.

0s niveis de fosfato de aluminio nas vacinas Xx-1
(14,85 mg/m1) e Y-1 (14,23 mg/ml) foram similares aos emprega-
dos por STERNE & WENTZEL (1950), enquanto a vacina Y-2 (6,82 mg/ml}
apresentou concentracao inferior as outras. Esses autores es-
tabeleceram a importancia de se manterem niveis adequados des-
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te adjuvante para a obtencao de vacinas mais potentes. Segundo
eles, vacinas fluidas ou com baixas concentracoes de adjuvante
apresentam a sua potencia reduzida em cerca de 30 vezes.

Ac se compararem os niveis de oxido de aluminio (A1,0;)
com a concentracao recomendada pelo BRITISH VETERINARY CODEX
(1970), que e de 2 a 3 mg/ml, observou-se que as vacinas X-1
(5,95 mg/m1) e Y-1 (6,21 mg/ml) apresentam niveis superiores
aos recomendados, enquanto a vacina Y-2 (2,85 mg/ml) atende as
recomendacoes do referido codigo. Tais concentracoes acarretam
uma maior diluicdo dos antigenos; portanto, os laboratorios que
empregam o fosfato de aluminio deveriam padronizar o nivel do
adjuvante, atraves da concentracao final de oxido de aluminio
(A1,0,), sequndo o BRITISH VETERINARY CODEX {1970).

Diferentes niveis na concentracao de hidroxido de
aluminio [AT(OH),] tambem foram observados nas vacinas Z e W,
que utilizam esse produto como adjuvante. Segundo HEPPLE (1967),
0s melhores resultados na imunizacao de animais contra as clos-
tridioses foram obtidos na concentracao final de 6 mg/ml. En-
tretanto, esse mesmo autor observou variacoes nos resultados ob-
tidos com diferentes tipos de gel de hidroxido de aluminio em-
pregados no trabalho. Essas variacoes foram atribuidas a nao-
padronizacao dos produtos. Os resultados encontrados nas vaci-
nas Z-2 (1,19 mg/mi), Z-3 (3,96 mg/ml) e u-1.(4,31 mg/ml} fo-
ram inferiores ao nivel recomendado pelo autor. No entanto, quan
do se comparam os niveis de oxido de aluminio (A1,0,) das re-
feridas vacinas, com excecao da Z-2 (0,78 mg/ml), verifica-se
que estao dentro dos limites estabelecidos pelo BRITISH VETERINARY
CODEX (1970).

Pelos dados apresentados, observa-se falta de
padronizacao das vacinas testadas, ja que ocorrem variacoes en
tre os niveis dos adjuvantes ate mesmo entre as partidas de um
mesmo laboratdrio. Fazem-se, pois necessarios a utilizacao de
um mesmo tipo de adjuvante pelos laboratorios produtores e o
emprego de Unico paranetro na determinacao dos niveis para
cada vacina, podendo-se utilizar, para tanto, a determinacao do
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nivel de oxido de aluminio como teste-padrio.

4.5, Testes de protecio

4.5.1. Testes de potencia das vacinas em camundongos
4.5.1.1. Camundongos inoculados com vacina nao diluida

0s resultados dos testes de poténcia em camundongos
inoculados com vacina ndo diluida sao apresentados nas TAB. VII e
VIII.

Das vacinas testadas, apenas as partidas Z-1 e W-1
conferiram alguma protecao aos camundongos imunizados contra o
desafio aos 21 e aos 35 dias apos a vacinacdo com doses cres-
centes de toxinas D e C, respectivamente. A vacina Z-1 confe-
riu protecao contra a dose de 500 DLs, para a toxina D; entre-
tanto nao conferiu protecdo contra o desafio com toxina C (TAB.
VII). Com relacdo a vacina W-1, o nivel de protecao obtido foi
de 63 DLs,; para o tipo C, enquanto nenhuma protecao foi confe-
rida contra o desafio com toxina D (TAB. VIII).

Em todos os testes, os animais nao-imunizados empre
gados como controle morreram 24 horas apos o desafio com as do
ses de prova de cada toxina.

Os niveis de protecao conferidos aos animais imuni-
zados com as vacinas testadas foram muito inferiores quando com
parados a experimentos correlatos.

HOTTLE et alii (1947) obtiveram protecio dos camun-
dongos imunizados com toxoides botulinicos monovalentes A e B
contra o desafio com doses de 4 x 10" DLs,. CARDELLA et alii
(1958, 1960), ao imunizarem camundongos com toxoides botulini-
cos monovalentes C e D, consequiram que esses resistissem ao de
safio de 1,1 x 10° DLsq, para o tipo C,e de 1 x 10¢ DLso, para a
toxina tipo D. Outros pesquisadores tambem obtiveram niveis de
protecac equivalentes, ao avaliarem imunogenos antibotulinices
em camundongos (APPLETON & WHITE, 1957; WRIGHT et alii, 1960).
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Neste experimento, procurou-se comparar a resposta
antigénica de camundongos imunizados com uma unica dose e de-
safiados aos 21 e aos 35 dias apos a vacinacdo com a de animais
imunizados com duas doses seguidas de desafio aos 21 dias.

Segundo CARDELLA et alii (1958, 1960), os camundon-
gos apresentam welhor resposta antigyenica guando desafia-
dos aos 35 dias apos a vacinacgao. Contudo, os resultados apre-
sentados (TAB. VII e VIII) foram os mesmos quando o desafio foi
feito aos 21 e aos 35 dias ap0s a vacinacao. Esses resultados
demonstram que o desafio de camundongos imunizados com toxdi-
des botulinicos pode ser feito aos 21 dias apos a vacinacao,
periodo também empregado por outros pesquisadores (HOTTLE et
alii, 1947; APPLETON & WHITE, 1967; WRIGHT et alii, 1960).

' A utilizagao de dose vreforgo nao contribuiu para
uma melhor resposta nos animais, pois os niveis de protecao fo
ram 0s mesmos apresentados por aqueles que receberam uma Unica
dose. Esses achados concordam com o experimento realizado por
APPLETON & WHITE (1957). Portanto, na avaliacao de 1imunogenos
antibotulinicos em camundongos, pode-se empregar uma unica do-
se de vacina.

Pelos resultados apresentados, pode-se constatar o
baixo nivel antigenico dos imunogenos avaliados. Mesmo quando
conferiram alguma imunidade, eles so protegeram contra um tipo
de toxina. No entanto, para se implantar essa técnica na ava-
liagao de vacinas antibotulinicas, sao necessarios novos en-
saios, com o intuito de se estabelecerem niveis minimos de pro
tecao para cada tipo de toxina,

4.5.1.2. Camundongos imunizados com vacina diluida

0s resultados do teste de potencia em camundongos 1i-
noculados com dose unica de vacina em diluicaes auplicadas sac
apresentados nas TAB. [X e X.

Nenhuma das vacinas empregadas no teste atendeu aos
requisitos minimos exigidos pela tecnica, que eram de 80% de
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sobrevivencia dos animais vacinados com as diluicoes 1:2 e 1:4
e de 50% com a diluicao 1:8. As partidasZ-1 e w-1, que apresenta-
ram algum nivel de protecdo (TAB. VII e VIII) quando testadas
em camundongos vacinados com vacina integral, nio foram avalia
das com essa tecnica, pelo fato de nio se ter obtido quantidade
suficiente dos referidos produtos no momento da execucao do tes
te.

Os resultados apresentados no teste (TAB. IX e X)
foram, porem, muito inferiores aos niveis exigidos. Nenhum dos
produtos testados conferiu Tndices de protecdo satisfatdrios, al-
cancando o maximo de 30% de sobrevivéncia nos animais imuniza-
dos com a vacina Z-2 e W-2 na diluicao 1:2,em face do desafio
com a dose de prova das toxinas C e D, respectivamente. 0s 1-
munogenos empregados na diluicdo 1:8 e 1:16 nio conferiram ne-
nhuma protecao aos camundongos contra o desafio.

Esses resultados demonstram a baixa antigenicidade
das vacinas testadas, confirmando os resultados obtidos em ca-
mundongos imunizados com vacina integral. Quanto i técnica em-
pregada, € a mesma utilizada oficialmente na avaliacao de va-
cinas antibotulinicas empregadas nos paises escandinavos e tam
bem adotada pelo OFFICE INTERNATIONAL DE EPIZZOTIES (1986). De
acordo com essa entidade, os indices de eficiéncia dos produ-
tos a serem testados devem ser determinados atravées de uma va-
¢ina bivalente de eficiéncia conhecida. Entretanto, a técnica
original determina niveis minimos de sobrev1venc1a dos animais
imunizados com diferentes diluicoes da vacina, nao se necessi-
tando, portanto, da realizacac de testes pareados com vacina-
padrao, que deve ser empregada apenas na afericao da técnica.

A eficiencia dessa técnica foi confirmada por PRANTER
(1975), que obteve taxas de sobrevivéncia superiores as reque-
ridas pelo teste na avaliacao de toxdide botulinico tipo C. Se
gundo esse autor, as técnicas que empregam a resistencia ao de
safio como medida da antigenicidade sio mais seguras que os mo
delos que avaliam a resposta a toxGides atravas da determina-
cao do titulo de antitoxina humoral. Para a utilizacao dessa




34

tecnica, seria necessario, porém, aferi-la em face de uma va-
cina de eficiencia conhecida.

4.5.2., Teste de potencia das vacinas em cobaios

Os resultados do teste de poténcia em cobaios, atra
ves da soroneutralizacdo em camundongos, saoc apresentados na
TAB. XI. |

Das partidas de vacina testadas, nenhuma atingiu os
niveis de antitoxina recomendados pelo BRITISH VETERINARY CODEX
(1970), que seriam de 5 e de 1 U.I./m1, respectivamente, para
0s tipos C e D. Essa tecnica e empregada oficialmente na ava-
lizacao de imunogenos antibotulinicos no Reino-Unido e também
adotada na Australia. No entanto, alguns autores questionam os
resultados obtidos com a prova.

Segundo PRANTER (1975), o emprego de uma Unica dose
de vacina nao seria satisfatorio para induzir a uma boa res-
posta imune e a utilizacao de uma dose de reforco, como & pre-
conizada para os testes de protecao contra outras clostridio-
ses, levaria a uma melhor resposta. Em seu experimento, esse au
tor demonstrou tal teoria. Os animais, quando imunizados com
uma unica dose, nado atingiam o nivel de antitoxina recomenda-
do, mas, quando revacinados, apresentavam um nivel de antitoxi
na superior ao preconizado pela técnica.

Ja MATHEWS (1976) sugere que o0s animais sejam vaci-
hados com uma Unica dose e sangrados a partir da sexta semana
apos a vacinacao, pois este seria o momento em gue se detecta-
ria maior quantidade de antitoxina humoral. Esse achado foi cons
tatado experimentalmente pelo autor.

No presente experimento, procurou-se seguir as mo-
dificacoes propostas por diferentes autores e observaram-se al
teracoes nos niveis de antitoxina ndo so no soro dos animais
sangrados na quarta e na sexta semanas, mas tambem no de ani-
mais que receberam reforco. Entretanto, os niveis de antitoxi-
na, excecao feita ao tipo C da vacina -2, ndo foram ainda su
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ficientes para atender aos requisitos minimos exigidos pelo tes
te.

4.5.3. Teste de potencia das vacinas em bovinos

Devido ac grande numero de amostras de soro bovino
a serem tituladas, foi feito um pool para cada vacina testada,
tecnica esta utilizada para a titulacdo de antitoxina em co-
baios vacinados, segundo o BRITISH VETERINARY CODEX (1970).

4.5.3.1. Teste de soroprotecdo

O0s resultados do teste de soroprotecdo empregado na
triagem dos pool de soros dos animais imunizados sdo apresenta
dos nas TAB. XII e XIII.

De acordo com o0s resultados, apenas o soro dos ani-
mais imunizados com as vacinas Y-1 e Z-1 conferiram protecio aos
camundongos inoculados com a mistura de soro com a dose de pro
va de cada toxina. 0 soro dos animais vacinados com a vacina
¥-1 so protegeram os camundongos contra o tipo C a partir da oi
tava semana ate a 162 semana ap0s a vacinacao (TAB. XII). Os
bovinos imunizados com a vacina Z-1 s0 conferiram soroprotecao
em face da toxina D a partir da oitava semana até a 522 semana
apos a vacinacao (TAB. XIII).

Esses achados demonstram a baixa antigenicidade dos
imunogenos avaliados quando comparados aos testes realizados
por outros pesquisadores.

MANSON et alii (1938), ao realizarem testes de so-
roprotecao em camundongos, observaram que 0,1 ml de soro de bo
vinos imunizados neutralizava doses superiores a 5 DML de am-
bas as toxinas, enquanto TAMMEMAGY & GRANT (1967) constataram
tambem que o soro dos animais imunizados protegia camundongos
a partir da terceira semana ap0s a vacinacao até 12 meses.

Pelos resultados encontrados (TAB. XII e XIII), mes
mo aquelas vacinas que conferiram alguma imunidade s6 protege-
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ram contra um dos antigenos que compOem a vacina e essa prote-
cao foi mais tardia, ocorrendo somente apos a dose de reforco.

4.5,3.2. Titulacdo do soro dos bovines imunizados

Apenas 0s pool de soros dos animais que demonstra-
ram algum nivel de antitoxina no teste de soroneutralizacao fo
ram titulados e os resultados apresentados nas TAB. XIV e XV.

Os animais imunizados com as vacinas Y-1 e Z-1 apre
sentaram niveis de antitoxinas detectiveis a partir do 159 dia
apos o reforco ou na oitava semana apos a dose inicial. No so-
ro dos animais vacinados com a vacina Y-1, encontraram-se ni-
velis inferiores a 0,1 U.I./ml de antitoxina C, que foram manti
dos ate a 16@ semana e, a partir dai, nio foram mais detecta-
dos. Nesse mesmo soro, ndao foi encontrada nenhuma resposta a
toxina D. Ja nos soros dos animais imunizados com a vacina Z-1,
so foram encontrados niveis de antitoxina D. Esses niveis fo-
ram detectados a partir da oitava semana ou no 159 dia apos o
reforco e permaneceram ate a 522 semana. Entretanto, ocorreu um
rapido declinio, como pode ser visto na TAB. XV, para niveis
inferiores a 0,1 U.I./ml de soro.

0s niveis de antitoxina C e D dos bovinos imuniza-
dos com as :vacinas Y-1 e Z-1 foram inferiores aos obtidos por
outros pesquisadores na avaliacao de imunogenos antibotulini-
CoSs.

STERNE & WENTZEL (1950), ao testarem soros de bovi-
nos imunizados, detectaram niveis de 0,5 U.I./ml de antitoxinas
C e D seis semanas apos o estimulo primario. Doze dias apos o0
reforco, esses niveis foram superiores a 200 U.I./ml.

JANSEN et alii (1976), ao avaliarem soros de bovi-
nos imunizados com toxoide bivalente C e D, encontraram niveis
superiores a 0,5 U.I./ml a partir da segunda semana apos a do-
se de reforgo.

MATHEWS (1976), ao determinar os niveis de antitoxi
na C no soro de bovinos imunizados com toxoide monovalente, ob
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servou que os animais imunizados com duas doses de 5 ml, com um
intervalo de seis semanas, apresentaram titulos de 10 U.I./ml
a partir da segunda semana apos o reforgo. Esse nivel variou nos
meses subseqlientes, sendo ainda detectados 0,8 U.I./ml na 243
semana apos a dose inicial. 0Os animais imunizados com uma uni-
ca dose de 2,5 ou de 5 ml apresentaram titulos inferiores a 0,3
U.1./ml de soro.

A melhor resposta humoral dos animais duas semanas
apds o reforco com as vacinas Y-1 e Z-1 (TAB. XIV e XV) confir
ma os achados de JANSEN et alii (1976) e MATHEWS (1976). No en
tanto, os niveis de antitoxinas obtidos foram inferiores, decli
nando rapidamente a partir da 10& semana.

Sequndo JANSEN et alii (1976), nao ha informacao de
finida quanto a quantidade de toxina botulinica ingerida pelo
bovino no campo. A julgar pelo grau de toxidade atingida pelos
fragmentos de carcacas e pela quantidade de massa ingerida pe-
los bovinos, que pode ser substancial nessas condicoes, o ni-
vel de imunidade requerida pelo animal exposto ao material to-
xico nao pode ser conhecida e, na pratica, & necessario que 05
animais apresentem um nivel de imunidade tao alto quanto pos-
sivel.

Pelo exposto, pode-se avaliar a necessidade de se
empregarem imundgenos que favorecam a producdo de altos niveis
de anticorpos humorais. De acordo STERNE & WENTZEL (1950), ni-
veis de 0,5 U.I./m! de soro sao necessarios para conferir pro-
tecao aos bovinos imunizados. As vacinas testadas, segundo o0S
resultados apresentados, demonstraram ser pouco antigenicas e
alguns produtos ndo induziram a nenhuma resposta nos animais 1
munizados. Aquelas que levaram a alguma imunidade foram, con-
tudo, inaptas, pois os animais apresentaram uma resposta inci-
piente a apenas um dos antigenos.

Em decorréncia da baixa antigenicidade apresentada
pelos produtos testados, alguns aspectos podem ser discutidos.

0s esquemas de vacinacao recomendados pelos labora-
torios produtores, segundo o0s quais 0s animais devem ser imu-




38

nizados com uma dose de .vacina, seguidas de reforco apos seis
semanas, sac similares aos adotados nos paises onde a doenca
representa risco para os bovinos. Entretanto, existem variacoes
quanto a dose a ser inoculada. 0s laboratorios nacionais, reco
mendam doses de 2 ml (X, Y ¢ Z) e 3 ml (W); na Australia, se-
gundo MATHEWS (1976), os bovinos sao inoculados com doses de
5 mt enquanto na Africa do Sul de acordo com JANSEN et alii
(1976}, a dose utilizada e a mesma recomendada pela maioria
dos laboratorios nacionais, mas os imunogenos sao padronizados
por floculagao, para que cada dose contenha niveis minimos de
1 a 2,5 unidades floculantes (LF}*, para o toxoide C, e 10 a
20 Lf, para o toxoide D. Conseglientemente, o volume a ser ino-
culado depende dos niveis de toxicidade antingidos pelas cul-
turas de Clostridium botulinum, que variam segundo a toxigeni-
cidade da amostra utilizada e a tecnica de producdo empregada.
Esse fato foi observado durante a realizacao do experimento,
quando uma mesma amostra apresentou niveis toxicos diferencia-
dos, se culitivada em diferentes meios. Pode-se, portanto, in-
ferir que as vacinas testadas nSo-apresentaram niveis adequa-
dos dos antigenos na dose empregada; assim sendo, foram produ-
zidas a partir de toxinas com baixos titulos, obtendo, por is-
so, uma fraca resposta nos animais imunizados.

* LF - B a quantidade de toxina equivalente a 1 U.l. de anti-
toxina-padrao estabelecida por floculacao.
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TABELA I - Determinacao da DLs, em camundongos da toxina botu-

Tinica tipo C produzida nos meios de CARDELLA et
alii (1958) e WRIGHT (1933)
o Mejo de CARDELLA? Meio de WRIGHT?
Titulo em Diluicac Temapo de observacao Tempo de observagao
DLso/m] dé (horas) (horas)
toxina 24 48 72 96 24 48 72 96
2 x. 10°% 101t 5/53 - - - 5/5 - - -
2 102 1072 5/5 - - - 5/5 - - -
2 102 10773 3/5 4/5 5/5 - 4/5 4/5 4/5 4/5
2 104 107% 2/5 3/5 5/5 - 1/5 2/5 2/5 2/5
2 10° 107 % 0/5 0/5 0/5 0/5 o0/5 0/5 0/5 0/5
2 1068 107° 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 6/5 0/5 0/5
oo DLso/ml = 6,31 x 10°
® = DLso/ml = 3,98 x 103

Numero Animais mortos

Numero animais inoculados




40

TABELA II - Determinacao da DLso, em camundongos da toxina bo-
tulinica tipo D produzida nos meios de CARDELLA et
alii {1958) e WRIGHT (1933)
Ma g 1 : 2
Diluicio Meio de CARDELLA~ Meio de HRIGHT~
Titulo em da Tempo de observacao Tempo de observacao
DLso/ml toxina (horas) {horas)
24 48 72 96 24 48 72 96
2 x 10t 107¢ 5/5°% - - - 5/5 - - -
2 x 107 1072 5/5 - - - 5/ - - -
2 x 10° 107° 4/5 5/5 - - 4/5 5/5 - -
2 x 10% 107" 3/5 5/5 - - 3/5 5/5 - -
2 x 10° 1073 0/5 5/5 - - 0/5 5/5 - -
2 x 10° 10°°¢ 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
1= DL /ml = 6,31 x 10°
> =0L /ml = 6,37 x 10°

Numero Animais mortos

Numero animais inoculados
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TABELA VI - Concentracao de hidroxido de aluminio [A1(OH),] e
fosfato de aluminio (A1PO.) usados como adjuvantes
nas vacinas antibotulinicas testadas

Vacinas Fosfato de aluminio Hidroxido de aluminio Oxido de atuminio

(A1PO ) CAT(OH),] Al1,0,

Partidas mg/ml mg/mil mg/ml

X-1 14,85 - 5,95

Y-1 14,23 - 6,21

Y -2 6,82 - 2,85
Z-1% - - -

-2 - 1,19 0,78

Z.3 - 3,96 2,59

Woq - 4,31 ‘ 2,82

W-2 - 5,54 3,62

* Nao foi determinada a concentracao de adjuvante.
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TABELA VII - Teste de potencia em camundongos inoculados com a
vacina Z-1 atraves do desafio com doses crescen-
tes de toxinas botulinicas tipos C e D

Dose unica Dose unica Dose dupla
Dose desafio® desafio 21 dias desafio 35 dias desafic 21 dias
em DlLsq toxinas toxinas toxinas
C D C D C D
10.000 4/42 474 4/4 4/4 4/4 474
5.000 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4
1.000 4/4 4/4 474 4/4 4/4 4/4
500 474 2/4 4/4 2/4 474 2/ 4
100 4/4 0/4 4/4 0/4 4/4 0/4
50 474 0/4 4/4 0/4_ 474 0/4
10 4/4 0/4 4/4 0/4 4/4 0/4

A dose de toxina que determinou a morte de 50% dos camun-
dongos foi de 500 DLs, (caiculado pelo REED & MUENCH, 1938).

. _ Numero animais mortos

Numero animais inoculados
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TABELA VIII - Teste de potencia em camundongos inoculados com
a vacina W-1 atraves do desafio com doses cres-
centes de toxinas botulinicas tipos C e D

Dose unica Dose {nica Dose dupla
Dose desafio? desafio 21 dias desafio 35 dias desafio 21 dias
em DLsg toxinas toxinas toxinas
C D C D C D
10.000 4/42 4/4 474 474 4/4 4/4
5.000 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4
1.000 4/4 4/4 . 4/4 474 4/4 4/4
500 "4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4
100 2/4 4/4 2/4 4/4 2/4 4/4
50 2/4 4/4 2/4 4/4 2/4 4/4
10 1/4 4/4 1/4 4/4 1/4 4/4

A dose de toxina que determinou a morte de 50% dos camun-
dongos foi de 63 DLso (calculado pelo REED & MUENCH, 1938).

2 Numero animais mortos

Numero animais inoculados
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TABELA XII - Soroprotecao em camundongos inoculados com a mis-
tura toxina C mas "pool" de soro de bovinos va-
cinados com toxoides botulinicos bivalentes C e
D, colhidos a partir da 22 ate a 522 semana apos
a vacinagao*

Periodo apds dose inicial Vacinas/partidas
Semanas X=1 y-1 Z-1 W=
2 2/22 2/2 2/2 2/2
a 4 2/2 2/2 2/2 2/e
& (reforco) 2/2 2/2 2/2 2/
8 2/2 0/2 2/2 L 2/2
12 2/2 06/2 2/2 2/2
16 2/2 0/2 2/2 2/2
20 2/2 2/2 2/2 2/2
!
’ i
52 2/2 2/2 2/2 2/2

Foram inoculados 2 camundongos por via intraperitoneal com
0,5 m1 contendo a dose de 5 DL,, mais 0,25 m] de soro.

2 Numero animais mortos

Numero animais inoculados
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TABELA XII1 - Soroprotecao em camundongos inoculados com a mis
tura toxina D mais "pocl” de soro de bovinos va-
cinados com toxoides botulinicos bivalentes C e
D, colhidos a partir da 22 ate a 522 semana apos
a vacinacdo®

Periodo apos dose inicial o Vacinas/partidas
Semanas K-1 ¥-1 Z-1 W-1
2 2/22 2/2 2/2 2/2
4 2/2 2/2 2/2 2/2
6 (reforco) 2/2 2/2 2/2 2/2
8 2/2 2/2 0/2 2/2
12 L 2/2 2/2 0/2 2/2
16 2/2 2/2 0/2 2/2
20 2/2 2/2 0/2 2/2
|
r
|
52 2/2 2/2 G/2 2/2

= Foram inoculados 2 camundongos por via intraperitoneal con
0,5 m1 contendo a dose de 5 DLs, mais 0,25 ml de soro.

5 Numero animais mortos

Numero animais inoculados




TABELA XIV - Resposta de antitoxina C e D em "pool" de soros de
bovinos imunizados com a vacina Y-1 a partir da
22 ate a 52@ semana ap0s a vacinacao

Periodo apos dose inicial Antitoxina tipo C Antitoxina tipo D

Semanas U.I./ml u.I./ml
2 N.D N.D
4 N.D N.D
6 (reforco) N.D N.D
8 < 0,1 N.D
i 12 < 0,1 N.D
16 < 0,1 N.D
20 N.D N.D

!

|

|
52 N.D N.D

N.D = Nivel de antitoxina nao detectado com a dose teste usa-
da (L+/10).
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TABELA XV - Resposta de antitoxina C e D em "pool” de soro de
bovinos imunizados com a vacina Z-1 a partir da 22
ate a 522 semana apds a vacinacao

Perfodo apds dose inicial Antitoxina tipo C Antitoxina tipo D

Semanas U.I./ml U.I./ml
2 N.D N.D
4 N.D N.D
6 (reforco) N.D N.D
8 N.D 0,1
12 ~ N.D 1,0
16 N.D 0,5
20 N.D <y,
i
1
[
52 N.D < 0,1

.D = Niveis nio detectados com a dose teste usada (L+/10).
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados e nas condigcoes em que fo-
ram realizados os experimentos, sao possiveis as seguintes con-
clusoes:

. as vacinas antibotulinicas testadas mostraram-se
pouco ou nao imunogenicas, verificando-se variacdes entre par-
tidas de um mesmo laboratorio;:

dos testes empregados na avaliacao da eficiencia
das vacinas, os que utilizaram o desafio como forma de avalia-
cao da imunogenicidade mostraram-se mais praticos. Entretanto,
novos ensaios com um toxoide botulinico bivalente C e D de e-
ficiencia conhecida, tornam-se necessarios para se estabelecer
uma torre]acao entre os testes em animais de laboratorio e a
resposta imune do bovino;

. & preciso rever os mecanismos empregados na pro-
ducao dos imunogenos em uso no Brasil e estabelecer-se uma téc
nica padronizada para essa producao.
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