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1, INTRODUGKO

1.1. A Enfermidade

0 Carbinculo Sintomético € uma doenga antiga,uni
versal, que ocorre naturalmente em bovinos e ovinos, ra-
ramente em caprinos e sufnos, podendo atingir outros ani-
mais, mesmo peixes. & causado pelo Clostridium chauvoed
(Clostridium feseri) mas é fregflente o encontro de outros
clostr{dios patogénicos associados as lesdes como Clostri-
dium septicum, Clostridium povyl e Clostridium perfringens.

0 Closiridium sporogenes, geralmente considerado nZo patg
génico, & citado por RYFF & LEE (1947) como tendo efeito

sinérgico na infecgao.
0 Carbinculo Sintomdtico ndo € uma doenga conta-

giosa. £ grave e aguda, tendo, por isso, causado perdas

expressivas sos rebanhos de quase todo mundo. Atualmente




acha-se bem controlada, sendo a vacinacaoc a prinecipal me-
dida profilitica.

Os Clostridia sao muito disseminadcz na nature-
za, principalmente no sclo, concorrendo este fato para o
encontro de assoclagoes fregilentes nas lesdes clinicamen-
te diagnosticadas come "Manqueira", Assim, Redrigues
(1939) encontrous

Somente .Q.' Szl‘lauvoei 24 448420980 r8C0 KT RYEE 72?’{

C. chauvoel e C, 5epticUM cvvveenennncesse 11%

Ce. chauvoei, C. septicum e C. perfringens, 6%
Solente L. Perfringens viseousisssossniess %

NEGO 1Aentificados seeeeveeoonscosesncanees 6%

DRAGA (1942), em trabalho relacicnado também com
a etiologia, registrou:

7
SC‘rﬂer_lte go Qhauvoe_é; ® e ¥ <% ecate e se O LeRTEE 8""5’-‘-’

Associagao de clostridics civevsevecseeses 8%

Sem iSOlamentOS LA I o B T I R R B L I I R R N R 8?2

Os clostridios patogénicos podem também ser intro
duzidos no organismo, sem vir a causar transtcornos imedia-
tos. Assim, KHRRY (1964) isolou o C. ghauveei do figado

e bago de 20% dos novilhos de dois anos, aparentemente nor
mals, abatidos em matadourc,
Minet (s/d), citado por MARIO (1969), diz que o

Cs chauvoei, muito espalhado no solo onde se eriam runi-
e Chauvoed, B

nantes, estad sempre presente nos intestinos destes ani-
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mais, podendo atingir a corrente circulatdria e permane-
cer em estado latente na musculatura, Comprovou este fa-
to inoculando animais com esporos lavados oS quais nao
evoluiram e nao produziram doenga. A inoculagao de clore

to de cdlcio, no mesmo local, desencadeou a infecgao.

1.2, Justificativas

As vacinas brasileiras contra o Carbunculo Sinto
mético ndo sao padronizadas, H& variagdes nas técnicas
de preparo, como por exemplo, utilizagao nao sistematiza-
da.de adjuvantes (hidrdxido de aluminio, alimen de potds-
sio, saponina)j o emprego de formol como esporicida e mo-
dificador de toxinas, em concentragdOes varidveis e a ela~-
boragao de vacinas a partir de culturas nao tratadas por
serem originadas de amostras ndao patogénicas. Variam,tam
bém, quanto & composigZo — mono ou polivalente, volume
das doses, meio de cultivo e mesmo quanto as provas de
controle,

Nos Gltimos anos tem ocorrido diagnéstico clini-
co de "Manqueira" -~ nome popular do Carbunculo Sintomati
co — em animais vacinados, no Estado de Minas  Gerais ,
C?nfirmaQSes bacterioldégicas foram obtidas nos laboratd-
rios da Escola de Veterinaria da U.F.M.G., FIGUEIREDO
(1974) .

As freqflentes infecgOes a campo, pelo Cl.septicum

sugerem sua inclusao nas vacinas contra "Manqueira', No

» 7

[




& Brasil, isto vem ocorrendo sem uniformidade e bases ade-
quadas, )

A maioria dos laboratdrios brasileiros ndo utili
za o C. septicum nas provas de desafio.

A substituiga@o de cobaios por camundongos nas pro
vas de protegao, como sugerem PERSONEUS et alii (1957) pa
rece ser mais economica e estatisticamente mais segura
por permitir trabalhar com lotes maiores.,

Nos EE.UU, PERSONEUS et alii (1957) observaram o
comportamento irregular de vacinas comerciais anti-Carbin
culo Sintomdtico, frente a provas em animais de laboratd-

ric,

1.3, Objetivos

1.3.1. Avaliagdo de imundgenos anti - Carblinculo
Sintomdtico, mono e polivalentes, em uso
no Brasil, quanto a:
- Esterilidade das bacterinas,
- Inccuidade,

- Protegao.

1.3.2. Substituigdo de cobaios por camundongos L

nas provas de protegaoe =




2. BIBLIOGRAFIA CONSULTADA

2.1. Immdgenos

GODOY (1910) no Brasil, produziu petentes vaci-
nas com esporos vivos de amostra virulenta de (. Chau-

voel, obtida por vegetagao prolongada em caldo=-soro glieco

sado.

MASON & SCHEUBER (1936) procduziram bacterinas
formoladas usando meios diferentes, Observaram que tam-
bém uma densa suspensdo de C, chauvoei fervida e injetada
subcutaneamente, em carneiros, produzia alta protegao frep
te ao desafio intramuscular,

' BRAGA (1942), testando bacterinas produzidas em
substratos diferentes, concluiu que estes nao interferem
com a produgac de imunidade,

BRAGA (1943) assim ordena o aparecimento das va-

cinas anti-Carbinculo Sintomdticos:




& - A primeira vacina deve-se a Arloing,- Corne-
vin & Tomas, em 1889, Mesmo sendo totalmente empirica
foi de grande aux{lio no controle da enfermidade naguela
época.

b - Agressinas naturais (liquido de edemas), ji
abandonadas, Bail, em 1880,

¢ - Culturas vivas atenuadas devem-se a Kitaza-
to, em 1839; Gomes, em 1908; Godoy, em 1910,

d - Filtrados de culturas devem-se a Roux & Cham
berland, em 1837; Nita, em 1918; Eschorn, em 1918; Gramb
& Scheuber, em 1920,

e.h Culturas totais formocladas devem-se a Le-
clainche & Valée, em 1925; Mc Ewen, em 1926; Mason &
Scheuber, em 1932,

RODRIGUES (1945) aperfeigoou a técnica de produ-
¢2o de bacterinas formoladas (anacultura).

Para ROBERTS (1959) atuaimente sdo trés os tipos
de vacinas anti-Carbinculo Sintomdtico, em uso:

a - Diluigao de culturas produzidas em sacos de
celofane, conforme Sterne, Thorold & Scheub r, em 1951,

b - Cultura total morta pelo formol e com um a
dois por cento de hidréxido de aluminio ou de potdssio,
Buddle, em 1954,

c - Toxbéide precipitado pelo alimen de potdssio.

PERSONEUS et alii (1957), testando sete bacteri-

nas de amostras de C. gchauvoei de origens diferentes, an-




te duas amostras conhecidas de desafio, conclufram que =a
variagdo de nivel de protegdo foi decorrente mais do po
der patogénico do que da capacidade antigénica de cada
amostra.

Segundo SMITH & HOLDEMAN (1968), sendo os clos~
tridics muito disseminados na natureza, as oportunidades
de reinfecgOes pés-vacinais garantem a imunidade para o
resto da vida do animal, mesmo com vacinagdo unica.

BROWN et alii {1976) verificaram que bacterina
mista, nao dilufda, foi capaz de proteger 1007 de bovinos
e oviﬁos contra o C. chauvoei, C. septicum, C. sordelli e
C. novyi. Dilufda a 1:15 produziu idéntica protegdo con=-
tra os trés primeiros e apenas 50% anti-C. novyi.

0 QUADRO I mostra uma relagao das vacinas produ-
zidas no Brasil, conforme dados fornecidos pelo Ministé-

rio da Agricultura, com modificagoes e acréscimos obtidos

de bulas e contatos pesscails.,
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2.2, Provas de Avsliacio

Diversos trabalhos tém sido conduzidos neste sen
tido,

BRAGA (19%3) assim define as condigles acelta-
vels para uma boa vacina:

a - Prova de Esterilidade: manter-se estéril em

aerobiose e anaerobiose,
b - Prova de Pureza: crescimento do germe especi

fico em anaerobiose e nenhum crescimentc en

outras condigoes.

¢ -~ Prova de Antigenicidade: 1munizando cobailos

e desafiando-os com uma, duas e trés doses
letais (DL). Considera regular a vacina que
protege contra duas DL e Stima a que protege

contra trés DL,
RODRIGUES (1945), no Instituto Bioldgico de Sdo
Paulo, em criterioso trabalhc, estabeleceu as bases para
um método de avéliagéo, gue consiste em vacinar lotes de
20 cobaios e desafid-los 30 dias apds com 10 DL30., Compa-
rou vacinas e bacterinas, e bacterinas e filtradoes entre
si, usando de imunizag¢do ativa de cobaios e desafio postg
‘rior. Encontrou niveis semelhantes de protegic. Método .
1igeiramente alterado, como por exemplo a exigéncia do mi -
nimo de 25 cobalos, continua em uso naquele instituto

(VIANNA - 1974).

THOROLD (1953), produzindo vacina por cultura em

e e e ———————
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saco de celofane, fez provas em carneiros e experimentou
a soro-aglutinagao; achou ser esta de valor limitado,

PERSONXZUS et alii (1957) fizeram virias provas
com bacterinas comerciais. Evitando empregar cobaios de
maior custo, experimentaram camundongos com resultados sg
tisfatdérios, Observaram o comportamento irregular das
bacterinas comerciais e recomendaram a padronizagao dos
métodos de produgao e controle, nos EZ,UU,

SIEIRO & ASTARLOA (1964) usaram para desaf io te-
cido lesado pela infecgdc, conservado a -20° C, triturado
e dilufdo em cloreto de cdleio. Utilizaram cobailos, e a
bacterina mais potente foli a formoclada e precipitada pelo
alumen,

CHOMAN et alii (1968) avaliaram bacterinas mono-

valentes de C. septicum e mistas deste com Pasteurella sp,

através de vacinagdo de cobaios e desafio com cultura es-
porulada livre de toxinas., Ambas bacterinas foram consi-
deradas satisfatdrias,

MARIO (1969) usou cobaios e carneiros testando
varios tipos de bacterinas obtidas de cuwlturas felitas em
membrana de didlise, As adsorvidas pelo hidrdxido de alu
minio tiveram melhor comportamento, e as precipitadas pe-
lo alimen de potdssic mostraram-se inconstantes,

. A utilizag¢do de cobaios para avaliagao de bacte-
rinas é indicada pelo BRITISH VETSERINARY CODEX (1970),com
a exigéncia de 100% de protegdo,

CLAUS & MACHEAK (1972) wutilizaram cobalos como




animais de escolha para zaferir grau de protecao de vaci-
nas experimentais e comerclais.

MACHEAK et alii (1972 a) experimentaram a técni-
ca de vacinagio e desafio de bovinos e, paralelamente, u-
saram a soro-aglutinagdo em placa., O titulo aglutinante
correspondeu coric indicador de imunidade. A4S bacterinas
foram também testadas, satisfatoriamente, em cobaios,

MACHEAK et 21ii (1972 b) avaliaram a poténcia an
ti-C. povyl de bacterinas mistas (C. chauvoei e C.novyi),
usando cultura de C. novyi como desafio. As respostas de
cobaios e carneilros vacinados foram semelhantes.

COLLHO (1974), em correspondéncia pessoal, pela
Pfizer Quimica Ltda., informa da utilizagao de cobaios va
cinados com duas doses de um ml, intervaladas de 15 dias,

e desafiados 15 dias apds a Ultima vacinagdo. A protegao

esperada é de 80%.




3¢ MATHRIAL

3.1. Imundgenos Comerciais

Para efeito de avaliagao, uma vacina e cinco bag
terinas foram adquiridas no comércio, dentro do periodo
de validade, possuindo a segulnte composigao:

- Monovalente (C. chauvoei) w.essecossoses UMA

- Bivalentes (C. chauvoel e C. sepiicum).. trés

-~ Tetravalente (C. chauvoei, C. septicui,

C. novyi e C. perfringens) sescscesees duas

3¢2¢ Amostras Utilizadas

Para produgdo de indculo destinado a desafio, e

também para produgdo de bacterinas-padrio, as seguintes

amostras foram obtidas:
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- C. ¢hauvoei-l e C. septicum-i+ (1)
- C. chauvoel e C. septicum (cedidas pelo Labora
tério Fama (2)

- C. chauvoei-al3 e C. septicum-VS3 (3)

3.3. Animais de Experimentagao

Cobaios de qualquer SeX0, obtidos de criagdes man
tidas por drgzaos 6ficiais ou oficiosos, pesando entre 250
e 400 g, de aspecto saudavel, separados em pequenos lotes
em gaiolas de arame, foram destinados a reativagao das a-
mostras e prova de poténcia das bactierinas-padrio.

Camundongos "SWISS", linhagzem "Randon-CF-CPA",de
ambos os sexos, pesando entre 295 e 28 g, mantidos em gaig
las metélicas, usados para estabelecer as doses DL100 (dg
se letal 100%) e DP50 (dose protegao 50%), também foram
usados para avaliagao das bacterinas comerciais,

Bezerros, sem raga determinada, de qualquer se-
xo, com idades variando entre quatro e cinco meses, nao
vacinados contra o Carbinculo Sintomitico, de bom aspecto
. fisico, foram destinados as provas de inocuidade das bac-

v terinas comerciais,

(1) Central Veterinary Laboratory - "Bacteriology Depart- b
ment - Ministry of Agriculture, Fisheries and Food
Central Veterinary Laboratory" - Weybridge, Surrey, =
England.

b (2) Laboratério Fama Ltda. - Cx. P. 1547 - Belo Horizonte
o -~ Brasil

(3) Instituto Bioldgico de S3o Paulo - Av, Conselheiro Ro
drigues Alves, 1252 - Sao Paulo - Brasil

e e et ——————— ———————n
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3.4. Melos de Cultura

»
Nas varias fases deste trabalho foram usados os
seguintes: "Chopped Meat!, "Robertson's MPM" e fgar San-
gue a 5,0%, glicosado a 0,5%, preparados de acordo com as |
técnicas descritas por SMITH & HOLDZMAN (1968); Caldo Tig
glicolatado (4) e "Phenol Red Agar Base" (4).
=
[\
- §

(%) Meios n%° 0363/01 e 0098/02, DIFCO Laboratories - De-
troit - Mich. - U.S.A, 8232 —_




%, METODOS

4%.1. Amostras-Padrao

4.1.1. Reativacgao

» , Todas as amostras foram submetidas & reativagdo
por passagem em cobalos, guando se cbservou gue algumas
se achavam muito adaptadas zaos meios artificiais de culti
vo e com baixo poder patogénico para os cobalos experimen
talmente inoculados.

As inoculagdes, em volumes varidveis, foram fel
tas nos misculos flexores das pernas. O indculo consti —
tuiu-se de culturas obtidas no "Robertison's MPM", ao qual
se adicionou glicose a 1,0%, para favorecer a vegetagao. -
As incubagles foram a vacuo, por 2k h, a 37° C, Ao indey

lo foi adicionado cloreto de cdlcioc a 5,0%, em igual voly

me, obtendo-se a concentragdo final de 2,5%. 0s cobaios |




4, METODOS
4,1, Amostras-Padrao

b.1.1. Reativagao

& _ Todas as amostras foram submetidas & reativagao
por passagem em cobalos, guando se cobservou gue  algumas
se achavam muito adaptadas aos meios artificlais de cultji
vo e com baixo poder patogénico para 0S cobaiog experimepn
talmente inoculados.

As inoculagdes, em volumes varidveis, foram fel
tas nos misculos flexores das pernas. O indculo consti —
tuiu-se de culturas obtidas no "Robertson's HMPM", ao qual
se adicionou glicose a 1,0%, para favorecer & vegetagao. -
As incubagGes foram a vacuo, por 2% h, a 37° €. Ao indey
lo fol adicionado cloreto de cdlcio a 5,0%, em igual voly

me, obtendo-se a concentragao final de 2,5%. O0s cobaios
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foram sacrificados no pericdo ag6n1c0 e o =sangue colhido
assepticamente, por pungio cardiaca e semeado no "Robert-

son's MPM", apds fervura e resfriamentc.

4,1.2. Reisolamento

0 reisolamento e a confirmagao da pureza foranm

feitos em placas de Agar Sangue, Para o reconhecimento do

C germe observaram-se os tipos de coldnia, fermentagdes de-
senvolvidas no meic "Phenol Red Agar Base', ac gual se a-

dicionou sacarcse ou salicina. Também se fez bacterioscg

pia pelo método de Gram.

4,1,23, Zscolha de Amostra para Desafios

As amostras de {. ghauvoei-al3 e C. sggtigum—&%ﬁ///
mostraram-se mais agressivas e foram escolridas para o8

trabalhos de desafic.

4.1.%. Culturas em Grande Volume

Foram obtidas em "Hobertson's MFM' recentemente
preparado, distribufdas em frascos de 450 ml. Usou-se ing
cule de 10 ml e incubagdo, sob vacuo de 20 libras,por 12h,
a 37° C. Foram, entfo, filtradas em camadas de gaze, dig
tribuidas em frascos de 10 ml e imediatzmente estocadas a

"200 C.
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4%,1.5, Doses Letais
4.,1.5.1. Determinagac da DL para cobaios

Os trabalhos de reativagao j4 haviam sugerido a
DL para cobaios, Para confirmagado foram inoculados cinco
cobaios de 300,0 a 400,0 g, ficando estabelecido que a DL
seria a que matasse cinco no perfodo de dois dias. A via
intramuscular foi usada com técnica ideéntica & da reativa

> gao das amostras (item 4.1.1.).

4.1.5.2, Determinagao da DL para camundongos

Para a cultura desafioc de . chauvoel utilizou-
se de técnica idéntica a da "reativagdo", item 4,1.1.,n0s
volumes de 0,1 a 0,4 ml,

Para a cultura de . septicum, bem mais agressi-
va, tomou-se o cloreto de cdlcio a 3,12% e & proporgdo de
1:5 para a mesma concentragdo final de 2,57, evitando-se

trabalhar com doses multo pegquenas,

4.2, Bacterinas-Padrao

4“,2,1. Preparagao

Bacterinas-~Padrdo, anti-C. chauvoei (amostra a- !
43) e duas outras anti-C, gepticum (amostras 4 e OMS) fo- b

ram preparadas conforme a técnica usada para a bacterina
C. chauvoeil por RODRIGUES (1945), modificada principalmen
quanto ao substrato e adigao de alumen de potdssio, como

adjuvante,




N 4,2,1.1. Cultive

Cada amostra foi inoculada, separadamente, em
400 ml de meio "Chopped Meat", glicosado a 1,0%, usan -~
do-se indculo de 10 ml e incubagdo a vacuo, de 20 libras
a 37° ¢ por 48 h,

4,2.1.2., Filtragao

ﬁ Foi feita em camadas de gaze, para retirada de

particulas sdlidas,

}+o 2.1-3 N I«nativa\}ao

Para o C. ghauvoei foi adicionado formol (5) P.

A. na concentragac de 0,8%., Para o C. septicum, concen -

tragao final 0,5%. As culturas foram mantidas em estufa

» a 37° C, por 48 h, e a seguir em temperatura ambiente por

mais cinco dias.

L,2.1.%, Adigao de adjuvante

0 M1K (80,), (6) foi usado numa solugdo a 10%,
adicionado até concentragdo final de 1,07 a cada prepara-
gio, O pH foi acertado para seis com solugao N/1 de

Na(OH). As bacterinas em elaboragao foram mantidas para

precipitagfo por mais 48 h a 30° ¢ (MARIG, 1969). ’

i (5) Formaldeido Merck-70070545 - E, Merck A, G, Darmstaelt
- Germany

(6) REAGEN-QUIMBRAS Ind, Quim. Ltda. - Ric de Janeiro |




~ 4%.2,1.5, Distribuigao

Fol feita em frascos de 10 ml, devidamente rotu-

lados.
L,2.2. Provas de Controle

4,2,2.1, Isterilidade

Fol comprovada pela semeadura em Caldo Tioglico-
latado e no "Chopped Meat", por incubagaoc em aerobiose e

anaerobiose, a 370 C com leitura em 48 h,

4,2,.2,2., Inccuidade

Esta prova fol feita por observagao dos préprios

cobalos vacinados para os testes de protegaoc.

4.2.2.3. Protegdo em cobaios

Em linhas gerals foram seguldas as diretrizes do
"BRITISH VETERINARY CODEX" (1970), gue assim podem ser re
sumidas: "vacinagao de, pelo menos, 10 cobaios por via sub
cuténea, com a recomendada dose primdria, e revacinagdo 21
a 25 dias apds. Depois de 10 a 14 dias da segunda vacina
gao, desafid-los juntamente com mais 5 testemunhas, INe- -
nhum vacinado deve morrer dentro de 5 dias, enguanto 08 B
testemunhas morrem em 48 horas." Foi extrapolada para a

bacterina de C. septicum esta mesma técnica de  desafio, s

conforme sugestdo de CHOMAN et alii (1968). Para cada
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bacterina foi usado um lote de 10 cobaios, pesando em tor
no de 400 g por unidade. Cada cobaio foi vacinado com um
ml e revacinado com a mesma dose, 14 dias apds. Decorri=-
dos 14 dias da segunda vacinagdo, os cobaios mais cinco
testemunhas, nao vacinados, para cadz lote, foram desafia

dos com uma DL adicionada de cloreto de c¢éicio.

4.2.2.4., Protegao 507 em camundongos

a) Bacterina anti-C, chauvoei

A DP50 foi procurada conforme a técnica de
PERSONEUS et alii (1957), partindc-se de di=-
luigoes seriadas da Bacterina-Padrao, em solyu
gao fisioldogica. Foram usados lotes de 10 ca
mundongos por diluigﬁo, vacinados via intrape
ritoneal, uma sé vez, na dose de 0,5 ml, FEm
lugar de camundongos pesando entre 17 a 20 g,
recomendados pela técnica original, preferiu-
se entre 25 e 28 g que nao apresentaram incop
venientes e facilitaram as inoculagdes intra-
musculares por ocasizo dos desafios. Substi-
tuiu-se, também, o fator de trés de diluigao,

pela téenica de duplicar o volume do diluente

frente a um volume constante da bacterina (fa L
tor dois de adigao de diluente). Apds  duas .
semanas, foram desafiados com uma DL100 e ob-

servados por 72 h, Para cdlculos estatisti -

cos seguiu-se a técnica de REED & MULNCH .... |

(1938), r
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b) Bacterina anti-C, septicum

b p
As provas de avaliagZo da DP50 , repetidas
trés vezes, foram feitas com a técnica citada
no item anterior, modificada unicamente com
relagdo as diluigdes.
4.3. Imundgenos Comerciais
S

4.3.1. Identificacgao

A vacina e as clnco bacterinas comerciais desti-
nadas a avaliagao, principalmente, das qualidades imunoge
nicas, descritas no item 3.,l., foram identificadas como

se segues

=

monovalente (C. ¢.), dose indicada.., 1 ml

b
=
I

bivalente (C. g. e C. s.), dose indi
cada $ % 8 & % 98 8 8 e e 9 PR BT S e AR DS 2m]-

CR - bivalente (C. c. e C. s.), dose indi

cada L 2R B B R B O O B IR B R I B A BB R B R B 1 ml
DI - bivalente (C. ¢.e C. S.), dose indi-

Cada ® % # 5 8 0 8 P TS RSP S eI e S A D SRS E 2m1
EIF - quadrivalente (go gc, (_:'c §o, _C_t ao e

Ce Peo) dose indicada eeeceencsveces 3 ml
FV - quadrivalente (g. g., _C_o _S_o, _(_;_c I_];n e

Co p.) dose indicada eeceoceessese 3 ml

4,3.2. Provas de Controle
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%.3.2,1. Esterilidade

d As cinco bacterinas (BH, CR, DI, EF e FV) foram
testadas por inoculag¢ao de 1 ml em Caldoc Tioglicolatado e
"Robertson's MPM" em aerobicse e anaeroblose, Incubadas a
37° ¢ por 48 h.
4.3.2.2. Inocuidade
N Esta prova fol feita vacinando-se dois bezerros,
” de trés a cinco meses para cada produto. 4 dose foi a ip
dicada pelos fabricantes, por via subcutinea.
%,3.2.3. Protecao 505 em camundongos |
a) Protegao anti~C, chauvoei |
Para esta prova, executada em comparagdo com
(=

Bacterina-PadrZo, a dose indicada pelo fa-
bricante foi dilufda em solugde fisioldgica,
mantendo-se a proporgao encontrada como DP50

para a Bacterina-Padrzo.

b) FProtecio anti-C, septicum

Como nao se cbiteve uma bacterina do C. septi-

cum satisfatdria, gque servisse como referen —

cia, nao foi poscivel, também, a DP50. Procu "
rou-se, neste caso, testar a presenga de qual o

quer nivel de protegao frente ao desafio C.

septicum nao diluido,




4,3.2.%, Substituigac de cobalos por camundongos

(-4
nas provas de protegio
A viabilidade serd comprovada utilizando-se das
Bacterinas~-Padrdo como ponto de referéncia,
n
o




5« BRESULTADOS

5+1. Provas de Conirole

Selel. Esterilidade

As bacterinas comerciais e as Padrdo, todas for-

moladas, mostraram-se estéreis em aerobicse e anaerobiose,

Sels2. Inocuidade

‘Todos os imundgenos mostraram-se indcuos, apesar
de ume pequena reagao dolorosa e ligelrec edema local, pas
sageiro e variavel em sua intensidade,

5el.3. Protegio

5ele3.1l. Determinagao da DL para cobaiocs

Para o Q. ghauvced a DL fol de 0,3 ml e para o©
C. septicum de 0,05 ml.
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5,1.3.2. Avaliagdo das Bacterinas-Padrao em co-

o
baios
O GQUALRO Il apresenta o resultado do teste feito
com as Bacterinas~-Padrao (. ghauvoedi e {. sepbticum.
g4

N
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5.1.3.3. Avaliagdo das Bacterina-Padrao em ca=-

mundongos

a) Determinagao da DL100 das amostras-desafio

No QUALRO III sac apresentados os resultados do

C. chauvoei, e, no QUADRC IV, os do G. sepiicum.

QUADRO III - Determinagdc da DL10C, para Camundongos da
Amostra-Desafio Q. ghauvoei.

H? de OFadam Doses ( +) Numero de Animails

das Gaiolas Inoculadas Inocula HEF toE Sobrevi-
dos ventes
1 Oyl mlL(++) 10 10 0
2 0,3 ml 10 7 3
3 0,2 ml 10 o 10
e 0,1 mi 10 0 10

(+) Contendo 50% da solugdo de cloreto de cileio a 5%.

(++) DL100 = 0,2 ml de cultura pura.
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QUALRO IV - Determinagdo da DIL10CO, para Camundongos , da
Amostra-Desafioc C. septicum.

N° de Ordem Doses(+) Numero de Animais
das Gaiolas Inocculadas Inocula lisrtos Sobrevi-
dos ventes
\
1 O,k ml 10 i0 v
o 2 0,3 ml 10 10 0
3 0,2 ml 10 10 0
i 0,1 mi(++) 10 10 0
5 0,05ml 10 5 5

(+) Contendo 80% da solugao de cloreto de cdleio a 3,12%.
(++) DL100 = 0,02 ml de cultura pura.

b) Determinacao da DP50 das Bacterinas-Padrao

O QUADRO V mostra a determinagac da DP50,da bae-
terina C. ghauvoei, e o QUADRO VI a dltima tentativa fei-

ta com a bacterina G, septicum.
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-
b -
»
Camundongos
mortos

2]

S 18 -

5

o Camundongos

5 Sobreviventes

E

O

B
” 15

Qe

=

DP50 = 1:5,8
6 —
1:3 1:5 1:9 1:17
~ Diluigoes

- ' GRAFICO I - Estimativa da DP50 da Bacterina-Padrao C.

chauvoei, em Camundongos.
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- QUALRO VI - Tentativa de Determinagio da DP50 da DBacteri-

na-Padrao C. septicum, em Camundongos.

Bacterina-Padrao
Nimero de Animais
C. septicum

L o

I'iluigoes Doses Inoculados Mortos Sobreviventes
a3 131,5 0,5 ml 10 9 1
12 0,5 ml 10 9 1
1:3 0,5 ml 10 10 0
1:5 0,5 ml 10 10 0

Por falta de protegio nao foi possivel a obten-

gao da DP50,

5¢le3.4. Avaliagao da protegao anti-C. chauvoei

dos imundgenos comercizis

0 WADRO VII mostra o comportumento de cada imu-
négeno comercial, dilufdo conforme a DP5S0 estabelecida Pa

ra a Bacterina-Padrao, frente ao desafio C. chauvoel, em

canundongos.e

R ——
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5.le3e5s Avaliagao da protegao anti-C. septigum

dos imundgenos comerciais

O QUADRO VIII contém a comparagao dos imundgenos
mistos comerciais, e o Padrdo anti-C. septicum ndo dilui-
' dos, na dose de 0,5 ml, em camundongos,.frente ao dessafio

. Septicum,

QUADRO VIII - Prova de Protegdo, em Camundongos dos Imung

genos Comerciais e Padrzo, Contendo o (.

septicum.
Nimero de Animais
Imundgenos
Vacina- 400 Sobrevi- % Sobrevi
dos ventes ventes
Padrao 10 8 2 20
BH 10 10 0 0
CR 10 10 0 0
DI 10 10 O 0
EF 10 10 0 O
FV 10 10 0 o




35

;’\

5.2. Substituicdo de Cobaios por Camundongos nas
Provas de Protecaoc

Os resultados obtidos com as provas de protegao
das Bacterinas-Padrdac em cobaios (QUADRC II), e DP50 em
camundongos ( QUADRO V) sao, em verdade, dados comparati-

vos., No capitulo prdéprio sera discutida a viasbilidade da

5 substituigao.




6. DISCUSSAO

6.1. Padrao de Referéncia

No Brasil ndo hé um padrao para aferigdo da capg
cidade de protegao das bacterinas anti-Carbinculo Sintomg
tico. O Unico trabalho brasileiro encontrado sobre o as-
sunto no levantamento efetuado foi o de RODRIGUES (1945},
o qual vem funcionando como modelo, algumas vezes com va-
riag6es, Ainda hoje, no Instituto Bioldgico de S3o Pau-
lo, onde foi desenvolvida a técnica, usa-se o minimo de
25 cobaios para imunizagao e, quatro semanas apds, estes
sao desafiados com 10 DL80. Exige-se a sobrevivencia de
pelo menos 50% dos cobaios,

0 Laboratério Pfizer, também em Sao Paulo, protg

ge os cobaios com duas doses intervaladas de 15 dias. Pag

sadas duas semanas da ultima inoculagado, desafia com "cul
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tura virulenta", Oitenta por cento dos cobaios, pelo me-
nos, devem sobreviver,

Talvez o maior problema em se avaliar as proprig
dades imunolégicas de qualquer tipo de bacterina seja o
método de desafio, As bacterinas anti-Carbinculo Sintomgd
tico vém sendo testadas frente a unidades de desafio ndo
padronizadas. Na literatura compulsada ha variagoes de
designagdo e de capacidade letal, tais como: DSL (dose
seguramente letal), BRAGA (1943); DL 80, ROLRIGUES (19%5)
e CHOMAN et alii (1968); DL50, SIZIRO & ASTARLOA (1964);
DIM (70 a 100%), MARIO (1969); DL100, BRITISH VETERINARY
CODEX (1970) e BROWN et alii (1976). Esse problema desa-
fio foi bem comentado por PERSONZEUS et alii (1957) ao di-
zerem da possibilidade de ampla margem de erro éxistente
na avaliagao de vacinas em decorréncia do desafio nzo pa-
dronizado. Assim a mesma bacterina avaliada com duas a-
mostras-desafio diferentes, provavelmente teréd comporta -
mento também diferente, consicderando a diversidade do po-
der invasor ou égressividade da amostra. Jugerem a cria-
gao de uma Bacterina-Padrao que seria o elemento compara-
tivo.

Nao tendo sido possivel obter-se Bacterinas —Pa-
drzo, duas partidas foram elaboradas, tentando eriar Bac-

terinas de Referencia para comparagao, separadamente, da

protegao anti-C. ghauvoel e anti-C. septicum.
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A cultura destinada a desafio foi obtida em "Ro-
bertson's MPM" pouco propicioc a formagao de toxinas, dan-
do assim oportunidade ao desenvolvimento de infeccao nas
provas experimentais, ao inves de indesejével e fatal to-
Xemia,.

N3o houve preocupagao com reladdo a selegao de
amostras destinadas & produgdo de bacterinas, pois Se=
cuiu-se a orientagdoc de PERCONSUS et alii (1957) que de-
nonstraram ser a variagdo do nivel de protegao wma decor-
réncia mais do poder patogénico do desafio, do que poder
antigénico das amostras utilizadas, Usaram dois diferen-
tes desafios heterdlogos para seie bacterinas testadas e
preparadas com amostras diferentes entre si., Iim uma fase
posterior do mesno trabalho, usando um desafio homdlogo ,
nao houve interferéncia com os resultados.

Pada a dificuldade de se liofilizar esporos lavg

dos, as cuwlturas foram mantidas a ~20°

C, aparentemente
sem prejufzo do poder patogénico, até apds sete meses,

A determinagdo do poder letal para cobaios foi
feita com base no "BRITISH VETLRINARY CODEX"™ (1970) que

exige 100% de mortalidade (5/5) com relagao zo C. chau-

voel. No presente trabalho, técnica identica foi aplica-
da ao C. septlicum, aparentemente com bons resultados. Zs-
ta extrapolagao foi sugerida por CHOMAN et alii (1963) em
trabalho sobre a avaliagao da poténcia imunogénica de ana

cul turas,
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6,1.1. Preparo das Bacterinas

Em ROBERTS (1959) tem-se uma relagao dos treés ti
pos de vacina anti-Carbinculo Sintomdtico considerados
como sendo os atualmente em uso. NZo mencioncu a vacina
de esporos vivos, apenas atenuados, de C. ghsuvoei. Ista,
muito usada no Brasil, tem como maior limitagao, nao po-
der ser associada ao C. septicum ou outros patdgenos, de-
vido a adigao de inativantes,

Na produgaoc das Bacterinas~Padr§o, predominaran
os dados técnicos contidos em RODRIGUES (1945). A adigdo
do alumen de potdssio deve-se ao fato de ser este o adju-
vante de uso mais difundido., De modo geral, a mesma téc-

nica usada para a bacterina C, chauvoei foi extrapolads

para a do C. septicum.

Ao contrario do observado por BRAGA (194%2)  com
relagdo a ndc interferéncia de substratos na produgdo de
imunidade anti-Carbinculo Sintomdtico, SMITH & HOLDEMAN
(1968) citam a adigac de extrato de levedura aos meios de
cultura coro capaz de favorecer a formagao de toxinas,Por
isso, preferiu-se para a produgao das Bacterinas— Padrdo,
o meio "Chopped Meat" que contém 0,57 deste extrato, uma
vez que sendo as toxinas 6timos antigenos, deve ser espe-
rada uma direta interferencia na produgdo de imunidade. A
adigao de 0,8% de formol para a bacterina Ce ghauvoei foi

feita de acordo com RODRIGUES (194%5). Para a bacterina C.

septicum, adicionou-se 0,5%, conforme o usado pelo Insti-
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% tuto Bioldgico de Sao Paulo, embora nio tenha sido encon-
trada wna uma explicag¢io para o uso daquelas concentra-
goes diferentes, principalmente por ser o L. Seplicum mais

toxizeno e receber menor quantidade de inativante.

6el.2, Provas de Controle

As provas de esterilidade foram conclufdas apds

» incubagio de 48 h em "Chopped Meat" e Caldo Tioglicolata-
do. RODRIGUES (19%5) observou presenga, em alguns casos,

de esporos vivos em bactierinas tratadas pelo formol,SMITH

& HOLDEMAN (1968) informaram que, &5 vezes, SO Se conse -
sue crescimento bacteriano usando-se grande indculo, e
que isto se deve a carencias nutritivas do melo, que 530

. . . + 5 ~ . . s
corrigidas por ingredientes fornecidos pelo proprio inocu

A

lo. Nestas provas, mesmo usando-se indeculo de um ml, a
eventual precenga de germes vivos, em muito pequena quan-
tidade por ter sido tratados pelo formol, poderia Lambém
nao ter sido detectada naquele prazo.

Nas provas de inocuidade nZo houve acidente vaci
natério., Era esperada pequena reagao dolorosa e/ou ligel
ro edema passagelro, por tratar-se de baclerinas formola-

das, nao purificadas, e, principalmente, por conterem co-

mo adjuvante o alimen de potdssio. Assim, as bacterinas

o

r

testadas foram consideradas satisfutdrias também a estas

provas,

Para provas de protegao de vacinas, o ideal se-
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ria testd-las no prdprio animal a que se destinam. Assim,
THOROLD (1953) utilizou somente carneiros, enquanto ML~
rio (1969) e MACHREAK et alii (1972-b) empregaram carnei-
ros e, paralelamente, cobaios com resultados satisfatd-
rios.

Bezerros foram utilizados, também paralelamente
a cobalios, comec animais de prova nos testes de protegao
de bacterinas anti-Carbinculo Sintomdtico, por MACHEAK et
alii (1972-a) e BROWN et alii (i9?6) com resultados seme
lhantes. Hstes resultados autorizam a substituigdo de bg
zerros por cobaios em trabalhos de rotina. Considerando
principalmente as dificuldades de sc obterem bezerros ou

carneiros isentos de anticorpos contra os Clostridia, co-

baios tém sido mais empregados em testes de eficiéncia.Fg
rem preferidos por RODRIGUES (1945), SISIREO & ASTARLOA
(196%), CHOMAN et alii (1968), BRITISH VETSRINARY CODE:
(1970), CLAUS & MACHEAK (1972), COZLHO (197+) e  VIANIA
(197%) .

Visandb, principalmente, o5 custos das provas de
avaliagao, PERSONEUS et alii (1957) substituiram cobaios
por camundonsos com resultados considerados mais precisos,
e, portanto, tecnicamente mais indicados. O emprego de
maior nimero de animais influencia diretamente na DP50,
uﬁidade usada no presente trabalho € no de PIROONEUS et
alii (1957) e de BROWN et alii (1976). Outras vantagens

da substituigdo de cobaios por camundongos ectao discuti-

das no item 6.3,
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Com relagdo A protegao desenvolvida em cobaios
inoculados com as Bacterinas-Padrao C. chauvoei e C. sep-
ticum, observou-se total eficiencia da primeira, enquanto
a segunda sé protezeu 503 dos animais (QUADRO II). A de-
ficiéncia apresentada pela bacterina C, septicum nio era
esperada,

Uma segunda partida, elaborada com az amostra C.
septicum-0MS, de crescimento luxuriante, usada também no
desafio — técnica anteriormente sezuida para produgaoc de
bacterina contra o C. chauvoei — também foi insatisfatd-
ria, conforme resultados registrados no QUADRO VI, onde
nao fol possivel estabelecer a DP50, mesmo utilizando-se
de diluigGes menores., Tal resultado estd de acordo  com
afirmagoes ja discutidas, de PERSONZUS et alii (1957). Os
resultados insatisfatdrios devem estar 1ligados & prdpria
técnica de elaboragdo da bacterina e nao aoc método de de-
safio, pois foi utilizada a técnica desafio-infecgdo, su-
gerida por CHCMAN et alii (1968), ao invés de desafio-to-
Xemia,

A delerminagdo da DP50 da Bacterina-Padrio C.
ghauvoel preconizada por PERSONZEUS et alii (1957) foi efe
tuada em termos de unidade 50%, de acorde com REZID &
MULENCH (1938), unidade esta sem dlivida estatisticamente
ménos afetada pelas chances de variagoes do que em outras

faixas, como a de 100%, O QUADRO V e o GRAFICO I mostram

que o ponto final DP50 foi igual a 1:5,8.
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6.2. Bacterinas Comercilais

A elaboragio de bacterinas, em vez de vacina, cg
mo Imundgenos de Refercncia, prendeu-se ao fato da acentu
ada predominancia de bacterinas rezistradas no Ministério
da Agricultura e também por ndo haver ainda vacina anti-
C. septicum (germe vivo) em uso., Com relagdo & composi -
¢ao, 12 delis csdo bivalentes, contendo C. ghauvoel e C.
septicwn (QUATRO I).

Os seis imundpgenocs comerciais, por questao de é-
tica, receberam uma identificagaéio particular , conforme
item 4.3.1. ’

Observou-se carencia de informagdes técnicas na
maiorla das tulas dos produtos, impessibilitando a obten-

gao de dados sobre a presenga de inativantes e adjuvan-

bh ]

tes, sobre suas concentragSes, bem corio sobre as propor-
¢oes de antigenos nas bacterinas mistas, imporitantes nos
trabalhos de avaliagao.

0 QUALRC I mostra o agrupamento das vacinas se-
gundo sua composigdao. Com relagao z adjuvantes nao  foil
possivel obter informaglOes complementares de todos laborg
térios, embora reiteradamente solicitadas, Nota-se, ain-
da neste guadro, diversidade do wvelume das doses — um a
cinco ml — o gue constitui uma evidécia da falta de pa- "

dronizagzo, falta esta também existente com relagao a ad-

juvantes, composigdo especifica e meios para produgao,

e ———r—————
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Dos vinte imundgenos produzidos no Brasil, trabg
lhou-se com os seis cuja obtengfo foi possivel, Este foi
o tnico critério de selegéo, apesar de sabidamente inade-

quado,
6.2.1. Provas de Controle

6.2.1.1. Esterilidade

As bacterinas comerciais, todas inativadas pelo
formol, como era de se esperar mostraram-se estéreis, 4o
lado desta vantagem, a adigao de formol pode causar desng
turagao das proteinas apds alguns meses de continuada a-
¢io. Este tépico nao foi estudado dada a falta de infor-
magao e, principalmente, da exigilidade do tempo., O perio
do de validade de vacina deste tipo foi estudade por RO-
DRIGUES (1945) e fixado em 12 meses, Por icso mesmo as
Bacterinas-Padr@o inativadas com as quantidades de for-
mol, prescritas por este autor e testadas semanas apés,

poden ser consideradas em plena validade,

6+241.2. Inocuidade
Quanto a inocuidade, os resultados foram satisfa
térios, ndo obstante as reagdes locais, pasvageiras, atri

buldas, principalmente, 3 adigio de diferentes adjuvantes

em alguns dos produtos testados.
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6.2.1.3. Protecao

A avaliagao da protegdo anti-C. chauvoei dos imu

ndgenos comerciais, em comparagdao com a DP50 da Bacterina-
~Padrao, mostrada no QUADRO VII, indica um comportamento,
com amplitude de variagao da protegdo relativa (DP50), en
tre 10 e 80%., Tais variagdes devenm osthr ligadas mais as
técnicas cde elaboragdo — escolha de amostras, densidade
bacteriana obtida e adigao de adjuvantes — do que ao mé-
todo comparativo utilizado., Sem ¢vida, os imundgenos a-
tenuados, porém vivos, represenitzdos neste trabalho per
uma vacina esporulada, devem estimular wuma formagao de
imunidade mais intensa, O resultado de 807 de protegao
observado deve~se a produto deste tipo.

Nas condigSes dJeste experimento, duas bacterinas
coniendo saponina deram resultados inferiores, levando-
se 2 suposigio que saponina ndo & elemento essencial para
favorecer a produgao de imunidade., Quanto as duas bacie=

- L e~
nais a Paarao,

].J-

rinas que deram resultado:c exatamente ig
uma. nao continha adjuvante, e sobre a outra, nio hi infor
mag20. Deste modo, ndc é possivel opinar, com seguranga,
sobre a importincia da adigﬁo de adjuvantes.,

¥o QUADROC VIII, vé-se uma completa auséncia de

o~ » Id
protegac contra o C. gsepticum, pelc menos pela tecnica de

2

=

vacinagdo tniea., Come afirmaram SHITH & HOLDEZMAN (1968),

nos animais a campo, as possiveis infecgOes pds-vacinais

interferem como reforgo, garantindo 2 manutengdo da imuni
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= dade por toda a vida do animal., Esta possibilidade pode=-
ria n3o existir para protegao anti-C. septicum, se o espg
rado estimulo vacinatdrio inicial nao fosse alcangado,
Animais mortos pelo C. septicum podem, pelo me-
nos em alguns casos, receber falso diagnéstico clinico de
Miangueira" e serem responsaveis pelo aumento dos casos
de mortes de animais vacinados. Esta possibilidade pode-
ria ocorrer tanto em fungio da deficiéncia em proprieda- L
des imunogénicas anti-C. septicum das bacterinas, cono !
por auseéncia do C. septicum, quando se trata de  wvacinas t

monovalentes do C. chauvoel,

A comparagao de DBacterina-Padrdo e comerciais ap k

ti-C. chauvoeil, baseada na DP50 para cumundongos, foi fel

ta através do percentual de concordﬁnciu, cujos resulta-
- dos se encontram no JUADRO IX, Obgerva-se que o produto
identificado como AM, superou bastmnte a Bacterina-Pudrao,
o que deve estar ligado ao fato de se tralar de vacina em
seu senso restrito, isto é, imundgeno de esporo vivo, tao
somente atenuado.
As Guas bacterinas comerciais que nos QUADROS
VIII e IX equalizaram-se a Padrao, poderiam ter apresenta
do estes bons resultados como decorrencia da utilizagdo
de amostra mais antigenica em sua elaboragcao. A amostra
rmpregada na produgdo de waa delas ¢ a mesma usada na Bag

terina-Padric, nio havendo informagioc guanto a outra. As-

sim, a falta de dados completos impede discutir melhor o

assunto, Pode-se afirmar, entretanto, que as vacinas co-
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QUADRO IX - Comparagio de Imundgenos-Padrao C. chauvoei e
Comerciais Baseada na DP50 para Camundongos,

e seu Potencial de Concordancia.

Imundgenos Protegao Relati=- Percenteal de
va (DP50) Concordancia

Padrao 50 100

i | 80 - 160

BH e 10

CR 50 100

DI 50 100

EF 10 30

Fv 30 60

merciais anti-Carbincvle Sintomitico em uso no Brasil,

vém, em geral, sendo produzidas sem o necessirio contirole
> - # »

de eficiencia,

Sendo o L. chauvoei poucc toxigeno "in vitro! e

H

relativamente exigente nos cultivos, ndo ¢é fécil a obten-
gdo de culturas densas como se obtém com o C. septicum. %
possivel seja este um fator de grande interferéncia no
comportamento irregular nas provas de poiéncia feitas com

as bactverinas comerciais do £. chauvoei.

Assim, parece 16gico concluir-se gque a aSsocia-

gao de ant{genos nas bacterinas mistzs, em lugar de tra-
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zer o beneficio esperado, pode eslar sendo apenas um fa-
tor de diluigdo, dado o volume da cultura adicionada, re-
duzindo assim a protegao anti-C. chauvoei,

Quanto as deficiéncias observadas nas bac‘erinas
C. septicum, purece maic 1dgico atribui-las a um possivel
n3o atendimento de exigéncias técnicas éspecificas, como
incubagao por tempo mais longo, objetivando aproveitamen
to de maior guantidade de toxinas ou escolha de amostra

mals antigenica,

6.3. Substituigio de Cobaios por Camundongos nas

Provas de Protecao

PEROONLUS et alii (1957) apresentaram forte su=~
gestdo no sentido de se substituirem cobaios por camundon
gos como indicadores da protegao das bacterinas anti-
Clostridia. Deste modo, procurou-se estabelecer, também
para camundongos, a DL100 cujos resultados se encontran
nos QUADROS III e IV,

Foram utilizados lotes homogéneos de animais, pg
rém bem maic pesados (25 a 27 g, ao invés de 17 a 20 g),
sem nenhuma aparente desvantagem e facilitando, grandemep
te, os trabalhos de inoculagdo. Observados por 43 &k, 807
morreram na metade deste tempo, embora tenham sido inocu-
lados somente com 1 DL100, Isto € uma vantagem em rela-

a0 a utilizacio de cobaios, cuja observacao pode se es-
Yy ?

tender por perfodo de até sete dias. Outras vantagens 11




49

_ s gadas & ordem econdmica sao: menor custo, menor espago Vi
tal em biotérics ou infectérios, consumo reduzido de ra-
goes e maior facilidade de manejo.

Tudo isto possibilita wutilizagfo de lotes maio-

res e, conseqgllentemente, maior seguranga estatistica.

3




7. CONCLUSOES

Com base nos dados avaliados sob as condigoes em
que foi feito este trabalho, as scguintes conclusdes po-

dem ser tiradas:

7.1. O comportamento irregular dos irundgencs cg
merciais em uso no Brasil decorre, principalmente, da fal

ta de padronizagao dos métodos de produgao,

7.2. 0 estabelecimento de métodos padronizados de

produgao exige pesquisas sobre os seguintes tdpicos:

a- interferéncias das amostras utilizadas na prg

dugao, principalmente quanto a antigenicidade;

b- interferdncia do subsirato e tempo de incuba=-

gﬁo, principalmente na produgao de toxina pa-

ra fabricagfo de bacterina de C. septicum;
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— ' c- valor real dos adjuvantes utilizados, concen-
tragdes adequadas e introdugao, se indicada,

de novos produtosj

d- concentracao bacteriana minima inclusive a
G ] i

indicacio de técnica exegliivel de verificagio.

7.3. Antes de se produzirem bacterinas associa-

L] das de C. chauvoei a C. septicum, C. novyi e C. perfrin-
gens, € necessario:

a~- determinar a melhor técnica de produgao de ca *
da uma;

b- submeté-las a provas separadas, principalmen-

te quanto a protegao;

“ c~- determinar as proporgdes para uma associagao
satisfatoria.
7.4+, Camundongos podem substituir cobaios nas

provas de protecao anti-C. ghauvoei e C. septicum, com al

gumas vantagens, principalmente econdmicas.




8, sSuMARIO

0 presente trabalho contém a avaliagdo de seis
imundgenos comerciais produzidos no Brasil: uma vacina mo
novalente (C. gchauvoei); trés bacterinas mistas (C. chau~
voel e C. septicum) e duas bacterinas polivalentes (Ce

chauvoei, C. septicum, C. novyi e C. perfringens).

Os imundgenos comerciais foram avaliados quanto
a esterilidade (bacterinas), inocuidade e,principalmente,
quanto a protecdo frente a desafio~-infecgdao pelo C. chau-

voel e pelo C. septicum, em camundongos,.

8.1. Bsterilidade e Inocuidade

Todas as bactiterinas comerciais foram consideradas

’ - . 2 » 3
estéreis e todos os imundgenos, lnclusive a vacina, satis-

fatoriamente indcuocs.




0 presente trabalho contém a avaliagdo de seis
imundgencs comerciais produzidos no Brasil: uma vacina mo
novalente ({. ghauvoei); trés bacterinas mistas (C. chau-
yoel e C, septicum) e duas bacterinas polivalentes (C.s
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chauvoei, C. septicum, C, novyi e C. perfringens).

Os imunodgenos comerciais foram avaliados quanto
a esterilidade (bacterinas), inccuidade e,principalmente,
quanto a protecao frente a desafio-infecgdo pelo C. ghau-

voel e pelo C. seplicum, em camundongos.

8.,1. Esterilidade_e Inocuidade

Todas as bacterinas comerciais foram consideradas

estéreis e todos os imundgenos, inclusive a vacina, satis-

fatoriamente indcuos.




=] 8.2. Aveliacao da Protecao

A avaliagao anti-C. chauvoei foi feita em camun-
dongos por comparacao da dose protegdao a 50/, usando-se
como termo de referéncia bacterina produzida pelo autor |
— Bacterina-Padrdo, Usou-se uma Unica vacinagao intrape
ritonial e desafio duas semanas apds com dose letal a 1000

- de cultura conservada a =-20° C. A vacina de esporos vi-
vos atenuados aﬁresentou resultado superior ac da Padrao;
duas bacterinas equipararam-se e tres outras exibiram pro I
tegao inferior.

As tentativas de produzir Becterina-Padrao de C,. |
septicum nio deram resultado satisfatdério ., Constatou-se
nao existir qualquer nivel de protegao.anti-g. septicunm

» nas bacterinas comerciais contendo este germe.

8.3, Substituicado de Cobaios por Camundongos

Esta substituigdo mostrou-se vidvel, sem qual-

quer restrigdo aparente e com vantagens principalmente

quanto a economia.
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9. SUMMARY |
I

The present work contains the evaiuation of s8iXx

commerciasl immunizings produced in Brazil: cne vaccine

monovalent (C. ghauvoei); three mixed bacterins (C. ghau-

@ voei and C. gepticumj; and two polyvalent bacterins (C.

chauvoei, C. gsepticum, C. novyi and . periringens).

The ecommercial immunizings were evaluated with
respect to sterility (bacterins}, innocuity and  dirsct-

challenge test with C. ghauvoei and C. gepbticum in mice.

9.1. Sterility and Innocully

All the comuercisl bacterins were found to be

sterilized. Vacecines and bacterins were satisfactorily

innocuous,
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9.2. Potency Testing

The evaluation potency testing challenging Coe
chauvoei were made in mice for the comparison of the 507
protection dosage using standard bacterins produced by
author. Only one injection intra-peritoneally was given.
Two weeks later, they were challenged with a 1007 lethal
dose stored at -20° C. The vaccine (living spores) de-
monstrated the best results when compared to the standard
bacterin; twe bacterins similar and three others exhibi-
ted inferior protection.

The attempt to produce a standard baclterin from
C. septicum were not resolved satisfactorily. The poten-
cy test of commercial bacterins hasn't showed anything of

the level of protection against this germ.

9.3« Substitution of Guine Pigs for Mice

This substitution has shown to be viable,without

any apparent limitations and also, with economical advan-

tages.
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