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OS ESTATUTOS DO HOMEM

(...) “Fica decretado que todos os dias da

[semana,
inclusive as tergas-feiras mais cinzentas.
tém direito de converter-se em manhis de

[domingo.

.

Fica permitido que o pdo de cada dia
tenha no homem o sinal de scu suor.
Mas que sobretudo tenha sempre

0 quente sabor da ternura.

(-

Decreta-se que nada serd obrigado nem
[proibido.

Tudo sera permitido,

inclusive brincar com os rinocerontes

¢ caminhar pelas tardes

com uma imensa begonia na lapela.

S6 uma coisa fica proibida:
amar sem amor’ .

(...)

Thiago de Mello
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RESUMO

Sete vacinas comerciais contra clostridioses, que continham em sua composigio
toxoides de Clostridium perfringens tipos C e/ou D, foram avaliadas quanto a
esterilidade, inocuidade e eficiéncia. Seis vacinas foram produzidas no Brasil e
uma foi importada. Como controle dos testes. empregou-se um toxéide bivalente
padrdo de C. perfringens C e D. Todas as vacinas testadas foram estéreis
quando semeadas em meios para pesquisa de baciérias e fungos e mostraram-se
inocuas quando administradas por via intraperitoneal em camundongos. Quanto
a eficiéncia, determinada pelo teste de soro-neutralizagdo em camundongos a
partir do “pool” de soros de coelhos imunizados, a vacina importada e o toxéide
padrdo, apresentaram titulos de anticorpos séricos superiores aos niveis
minimos exigidos de 10 ¢ 5 UI/mL para as toxinas beta e épsilon. produzidas
por C. perfringens tipos C e D, respectivamente. As vacinas produzidas no
Brasil foram ineficientes em estimular niveis sorologicos de beta e épsilon
antitoxinas compativeis com os niveis de teste recomendados para controle
destes produtos. Quatro dos seis toxoides de origem nacional, testados em
caprinos. ndo apresentaram niveis de antitoxinas detectaveis com os niveis de
testes de L+ ou L+/j, para beta e épsilon toxinas, respectivamente. As toxinas
utilizadas para realizagio dos testes foram produzidas em membrana de dialise.

Palavras-chave: Vacinas. Toxinas, C. perfringens. Enterotoxemia
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1. INTRODUCAO

O genero Clostridium compreende um grupo de microrganismos anaerdbios,
formadores de esporos, de ampla distribuicio geografica, podendo ser
encontrado no solo, pastagens, agua doce ¢ salgada, alimentos de origem vegetal
e animal e como habitante normal do trato digestivo dos animais ¢ do homem.
Dentre as espécies de importincia médica ¢ veterinaria esta Clostridium
perfringens, causador de enterite necrotica, enterotoxemia, gangrena £asosa ¢
intoxicagdo alimentar em animais ¢ no homem (Sterne & Warrack. 1964;
Sterne, 1981).

Dentre as doengas causadas por (. perfringens tipo B, C ¢ D, as enterotoxemias
merecem destaque pela capacidade de provocar morte, principalmente em
animais mais jovens, ou por retardo no crescimento daqueles que sobrevivem a
infecgio, determinando consideraveis perdas econdmicas aos criadores. O fato
da maior susceptibilidade dos animais recém-nascidos deve-se a presenga de
substancias inibidoras de tripsina no colostro ¢ leite nos primeiros dias pos-
parto.

. perfringens tem sido descrito em diferentes paises, como causa de
mortalidade em suinos, ovinos, caprinos, caninos, bovinos, equinos (Keast &
Mc Barron, 1954; Griesemer & Krill, 1962; Blackwell & Butler, 1992: Devriese
et al., 1993; Fujita et al., 1994). No Brasil, C. perfringens foi isolado de casos
de enterotoxemias, sendo a maioria diagnosticados em animais com menos de
um més de idade. Os autores isolaram também C. perfringens de animais que
morreram com sinais clinicos de manqueira, principalmente dos casos que
apresentaram lesdes necroticas hepaticas, além das lesdes subcutineas (Correa
et al.. 1980).

Cerca de 16 fatores de viruléncia sio produzidos por (. perfringens, entre os
quais 12 toxinas. De acordo com a capacidade de produzir uma das quatro
toxinas de maior poder patogénico — alfa, beta, épsilon e iota, . perfringens é
classificado em cinco tipos (A, B, C. D ¢ E), responsaveis por doengas
especificas.

A toxina alfa ¢ produzida pelos cinco tipos, mas principalmente por (.
perfringens tipo A, que € o mais comumente encontrado, porém sua
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patogenicidade nfo estd completamente esclarecida (Niilo, 1980). A alfa toxina
pode causar hemoélise e necrose, dependendo do tecido afetado. C. perfringens
tipo A € responsavel por intoxicagdes alimentares, gangrena gasosa e infeccoes
em humanos, enterite necrotica em aves, ovinos € no homem e também tem sido
incriminado por enterotoxemia em suinos, ovinos, equinos ¢ bovinos (Sterne,
1981; Estrada et.al., 1989; Estrada & Taylor, 1989).

A beta toxina produzida por C. perfringens tipos B e C ¢ altamente sensivel a
tripsina o que leva a sua rdpida destrui¢cio no intestino delgado de individuos e
animais sadios (Rood & Cole,1991). Sua atividade biologica € letal e necrotica,
ocorrendo quando a quantidade de enzimas proteoliticas estio em baixas
concentragoes no trato digestivo (Niilo, 1980). C. perfringens tipo B provoca
cnterotoxemias principalmente em cordeiros e as vezes em bezerros e potros,
nos primeiros dias de vida. C. perfringens tipo C causa enterotoxemia em
ovinos jovens ¢ adultos ¢ em bezerros, e enterite necrotica em leitdes e no
homem (Sterne, 1981: El Idrissi et al., 1992).

A toxina épsilon ¢ elaborada em forma de protoxina por C. perfiingens tipo D,
necessitando da acdo de enzimas proteoliticas para ser ativada, pela retirada de
um aminodcido da por¢do amino terminal da protoxina (Rood & Cole, 1991). A
toxina épsilon tem agdo necrdtica ¢ letal, provocando aumento da
permeabilidade intestinal, edema em varios orgios, hidropericirdio e lesdes
renais (Niilo, 1980). A enterotoxemia ¢ a principal doenca causada por C.
perfringens tipo D em ovinos, caprinos ¢ bovinos submetidos a fatores que
alteram a microbiota intestinal, como mudanga brusca de alimentaciio e estresse
pés desmame, com morte subita apés o inicio dos sintomas (El Idrissi et al.,
1992). A toxina iota € produzida por C. perfringens tipo E em forma de
protoxina ¢ quando ativada por enzimas proteoliticas, causa enterotoxemia em
ovinos, bovinos ¢ enterite necrotica em coelhos (Niilo, 1980; Sterne, 1981; Rood
& Cole, 1991).

O diagnostico preciso do tipo envolvido nos processos patologicos. em
determinada regido geografica. facilita a adocio de medidas preventivas
adequadas. como por exemplo, a vacinacio tipo-especifica, possibilitando um
aumento de sua eficiéncia (Pivnick et al., 1964). Determinados fatores
predispdem os animais as enterotoxemias. Em ruminantes, alimentacfio rica em
carboidratos ¢ com baixo teor de fibra bruta, provoca degeneracio e calosidade
das vilosidades do rumen e inabilidade de sua flora em quebrar suficientemente
os carboidratos. O excesso de carboidratos no duodeno, especialmente glucose ¢
frutose, estimula o crescimento de C. perfringens residente e consequentemente,
producio de toxinas. (Seifert et al.. 1984)

Na maioria das vezes. enterotoxemia por C. perfringens afeta animais entre trés
dias e seis meses de idade, porém, na regiio centro-oeste do Brasil. a doenca
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tem sido diagnosticada em maior intensidade em bovinos adultos, sendo C.
perfringens tipo D o mais frequentemente envolvido no processo (Silveira et al..
1995). A ocorréncia de mortes subitas em cabras em lactagdo foi descrita por
Baldassi et al. (1995), com isolamento de C. perfringens e recuperacio de
toxina termolabil ¢ letal, a partir do conteudo gastrico e intestinal dos animais
afetados. Na Argentina, Uzal et al. (1994) isolaram C. perfringens tipo D em
cultura pura, a partir de tecido renal e contetido intestinal de caprinos adultos
acometidos por um surto de enterotoxemia.

Por seu cariter agudo e dificuldade de tratamentos eficazes. medidas
preventivas devem ser adotadas para o controle de doengas causadas por C.
perfringens. Levando-se em consideracio o regime de criagio, o niamero de
animais ¢ 0 manejo. A vacinagio com toxoides polivalentes é a principal
medida adotada, podendo ser iniciada em qualquer época do ano, observada as
condigdes gerais do rebanho. Uma série de fatores pode alterar a resposta a
vacinagdo. desde a qualidade da alimentagio do rebanho 2 composicio das
vacinas. Dieta suplementada com vitamina E aumentou a resposia imune
humoral de ovinos vacinados com toxoéide tipo D (Tengerdy et al., 1983).

A evolugdo da doenga em animais jovens é quase sempre de cardter agudo ou
super-agudo, dificultando qualquer medida terapéutica. Entretanto, o processo
pode ser prevenido através da imunizagido com vacinas monovalentes ou
polivalentes. No Brasil, vacinas polivalentes contra clostridioses sio produzidas
por laboratorios privados, com diferentes associacdes entre tipos de C.
perfringens, C. chauvoei, C. septicum, C. sordellii, C. novy. Destes
constituintes, apenas C. chauvoei é submetido a controle de poténcia, realizado
desde 1986, pelo Laboratério Regional de Apoio Animal do Ministério da
Agricultura ¢ do Abastecimento — LARA/MAA em Porto Alegre-RS. Em
relagio ao C. perfringens, trés laboratérios produzem toxdides com tipos B, C e
D, dois laboratérios produzem com tipo C, dois laboratorios com tipo D, um
laboratorio com tipo A, um laboratério com tipos C ¢ D e um laboratorio com
tipos B € D. No periodo de 1991 a 1996, cerca de 320 milhdes de doses de
vacinas polivalentes foram apresentadas para controle, comprovando a grande
utiliza¢do destas vacinas pelos produtores.

Em pesquisa realizada para verificar a eficiéncia de vacinas contra botulismo,
uma das mais importantes clostridioses em bovinos, foi demonstrado que os
toxoides foram pouco eficientes para estimular a produgio de anticorpos nos
animais inoculados (Lobato, 1989). Estes dados revelam uma parcela da
qualidade dos imunégenos nacionais ¢ a medida que outras vacinas sejam
testadas resultados semelhantes podem aparecer. Por outro lado, o controle
oficial destas vacinas permitiri que produtos de melhor qualidade scjam
fornecidos a0 mercado consumidor. O estabelecimento do acordo de Mercado
Comum do Cone Sul, MERCOSUL, impée aos paises membros uma tomada de
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posicio mais enérgica em rtelagio ao controle de qualidade dos insumos
agropecuarios ¢ produtos biologicos, sobretudo em fungdo do intercimbio
comercial que devera ocorrer entre estes paises.

Este trabalho teve como objetivos produzir toxinas beta ¢ épsilon de C.
perfringens ¢ testar a inocuidade. esterilidade ¢ poténcia de vacinas polivalentes
que continham em sua composicdo C. perfringens tipo C efou D, disponiveis
para comercializa¢do no mercado brasileiro.
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2. LITERATURA CONSULTADA

A produgiio de toxinas por C. perfringens ¢ um dos aspectos mais importantes a
ser considerado na linha de produgéo de vacinas, principalmente a toxina beta e
toxina €psilon, por serem as mais comumente encontradas como causa de
doengas nos animais domésticos. A obtengio de toxdides eficientes estd
dirctamente rclacionado com o nivel de toxina obtido “in vitro™ (Pivnick et al.,
1964). Variagdes na composicdo do meio, na amostra utilizada e no tempo de
incubagdo tem sido avaliado por diversos pesquisadores. com reflexo nos
resultados obtidos.

A presenga ¢ o tipo de carboidratos no meio de cultura, como fonte de energia
pode influenciar o crescimento ¢ a produgiio de toxinas, Concentragdes de
glicose entre 1.0 e 2,0% apresentaram os melhores resultados. Niveis superiores
a 2% de glicose ndo aumentaram a produgido de toxinas (Jansen, 1961;
Kulshrestha, 1973; Pal et al., 1990). A adigiio de glicose, sucrose ou dextrina
aumentou o titulo de beta toxina (Sakurai & Duncan, 1979). A adicdo de 0,5%
de L-cisteina hidrocloridrica, 0,5% de dextrina e 0,01% de amido ao meio de
cultura estimula a produgdo de beta toxina. Meios de cultura contendo
carboidratos favorecem a producdo de gases como o H, e 0 CO, , que por sua
vez ajudam a manutengdo do ambiente em anaerobiose (Rood & Cole, 1991)

O periodo de incubagio também deve ser considerado na produgio e
estabilidade das toxinas. A beta toxina quando mantida a 37 °C por um periodo
superior a quatro horas apos a completa fermentagio, perden 90 a 99% de sua
toxidez, possivelmente em fungdo da agdo de outros produtos enzimaticos
sintetizados pela prépria bactéria (Pivnick et al., 1964). O periodo de incubagiio
ideal para produgdo de toxinas tém sido investigado. variando de quatro a 24
horas para beta toxina e de cinco horas a cinco dias para épsilon toxina.
Contudo. os melhores resultados sdo obtidos quando a fermentagdo se completa,
0 quc ocorre entre quatro e oito horas para C. perfringens tipo C e entre cinco ¢
12 horas para C. perfringens tipo D (Pivnick et al., 1964; 1965; Habeeb. 1969;
Kulshrestha. 1973: Al Saadi, 1977; Sakurai et al., 1979).

Niveis de toxina variam de acordo com a amostra ¢ o meio de cultura
empregados para a produgdo. Jansen (1961) trabalhando com uma amostra
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rugosa de C. perfringens tipo B produziu titulos de 251 Lf/mL' de filtrado de
beta toxina quando o meio de cultura continha particulas de carne (50% do
volume), peptona (2 %). Na,HPO,. 12 H,O (0,28 %), KH,PO, (0.13 %), glicose
(1 %). incubados a 37°C por quatro horas. Dholakia et al. (1980) utilizaram
meio de cultura preparado com infusdo de carne e figado de bezerros adicionado
de peptona (2 %), NaCl (0.5 %). K;HPO, (0.4 %) e glicose (0.5 %). com pH
ajustado inicialmente para 8.4 ¢ mantido entre 6,5 € 7.2 as quatro ¢ oito horas
de incubagio. ¢ obtiveram titulo de 2.0 x 10> DML/mL (menor quantidade de
toxina que mata 100% dos animais inoculados, at¢ 72 horas ap6s a inoculagio)
de épsilon toxina. El Idrissi & Ward (1992) utilizando C. perfringens tipos C ¢
D (amostras ATCC 3628 ¢ 3629). obtiveram. respectivamente titulos de 3.2
x10° e 1,02 x10° DML/mL de de beta e épsilon toxinas. Estas toxinas foram
produzidas em fermentadores com pH controlado automaticamente, por um
periodo de incubagdo de cinco a seis horas. Em seguida, as toxinas foram
precipitadas com sulfato de aménio e purificadas em colunas de DEAE-
Sephacel e Sepharose.

Dentre os pontos criticos para a produgdo de toxinas, o controle do pH do meio
de cultura € um dos mais importantes. C. perfringens cresce bem. mesmo em
culturas sem controle de pH. entretanto, para a producio de toxinas, o pH deve
ser mantido entre 6.5 ¢ 8.0. Titulos de 2,0 a 10 x 10" DML/mL de beta toxina
foram produzidos por Pivnick et al. (1964) quando o pH foi controlado em 7.6 +
0.1. Para produgio de épsilon toxina, titulos de 2.0 x 10> a 12 x 10* DML/mL,
foram obtidos quando o pH foi controlado em 7.2 + 0,1 por um periodo de
incubagio de 10 horas (Pivnick et al., 1965). Kulshrestha (1973) avaliando o
efeito do pH sobre a produgdo de beta e €épsilon toxinas constatou que os titulos
foram duas a trés vezes maiores quando o pH foi controlado em 7.6 ¢ 7.0
respectivamente e a variagdo do pH durante o crescimento ativo foi maior no
cultivo de C. perfringens tipo C (7.6 para 4,0) do que no tipo B (7.6 para 5.2)
apos quatro horas de incubagdo. Pal et al. (1990) utilizando uma amostra de C.
perfringens tipo B, incubado por um periodo de 4 horas, com o pH controlado
em 7.4 obtiveram titulos de 6.0 x 10° DML/mL de toxina.

A produgio de toxinas pode ser realizada em membrana de dialise submersa em
meio de cultura. Assim. as substincias de baixo peso molecular sio liberadas
para 0 meio. enquanto aquelas com peso molecular superior ao tamanho dos
poros da membrana sdo retidas em seu interior. Al Saadi (1977), utilizando esta
metodologia, obteve titulos de 2.0 x 10" DML/mL de beta toxina e 8.0 x 10°
DML/mL de ¢psilon toxina, quando o pH foi corrigido para 7.6 ¢ 7.2
respectivamente, a cada 60 minutos. O periodo de incubagio foi de oito horas
para produgdo de beta toxina e 12 horas para ¢psilon toxina.

b Lf= nivel de floculagdo. Cada 1.0 Lf corresponde a 1,0 UI
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A concentragdo de toxinas produzidas normalmente tem sido utilizada como
recurso para aumentar os titulos obtidos nos diversos processos de produgio e
para facilitar a purificagdo. Dentre os procedimentos para concentrar toxinas, a
precipitagdo com sulfato de aménio em diversas concentragdes tem sido
utilizada. Cerca de 80 % da atividade toxica pode ser recuperada quando
precipitada com solugdo de 30 - 50 % de sulfato de aménio (Jansen, 1961;
Habeeb, 1969; Worthington et al., 1973; Sakurai & Duncan, 1977).

Seifert et al. (1984), concentraram toxinas através de ultra-filtragdo.
Inicialmente, a cultura foi filtrada em membrana com poros de 0,45 a 0,2 um
de didmetro, para retengdo da massa bacteriana e esporos; em seguida, nova
filtracdo foi realizada de forma que particulas com peso molecular superior a 10
Kilodaltons (kDa) fossem retidas. As membranas com o material retido foram
tratadas para recuperagio da toxina. Uma metodologia simples para
concentracio de toxinas pode ser executada mediante didlise contra
polietilenoglicol (Al Saadi, 1977; Estrada et al., 1989).

A European Pharmacopoeia (1993) estabelece que a toxina a ser utilizada na
avaliagdo da poténcia de vacinas contra C. perfringens tipo C ¢ D deve ser
padronizada ao nivel de teste de L+ para beta toxina e L+/,, para épsilon toxina
(L+ e L+/;, (menor quantidade de toxina que quando misturada com 1.0 e 0.1
Ul de antitoxina homoéloga, mata 50 % dos animais inoculados.
respectivamente, até¢ 72 horas apos a inoculagio). Com estes niveis de teste, os
menores valores de antitoxinas beta ¢ épsilon, possiveis de serem determinados
¢ de 10 e 1,0 UI/mL, respectivamente, uma vez que utiliza-se uma dose teste dez
vezes maior para cada toxina homéloga.

Niveis de teste podem variar de acordo com a quantidade de anticorpo a ser
titulado. Lobato (1989) avaliando a poténcia de vacinas antibotulinicas reduziu
o nivel de teste de L+ para L+/,; em funcgdo dos testes preliminares dos soros
dos animais vacinados terem apresentado niveis baixos de anticorpos. Webster
& Frank (1985) utilizaram uma dose teste de toxina ¢psilon ao nivel de L+/,
para titular soros de animais vacinados com uma vacina polivalente. Kennedy et
al. (1977b) avaliaram niveis de beta antitoxina com uma dose teste da toxina
homologa ao nivel de L+/,.

A Tesposta a vacinagdo pode variar de acordo com a espécie animal imunizada.
Animais de laboratorio, como cobaios e coelhos podem ser utilizados para testar
poténcia de vacinas destinadas a outras espécies. Webster & Frank (1985)
compararam a resposta de coelhos e ovinos vacinados com duas doses de uma
vacina polivalente, constituida de C. perfringens tipo D, C. chauvoei. C.
septicum, C. novyi tipo B e C. tetani e obtiveram niveis de antitoxina épsilon de
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26,9 Ul/mL de soro em ovinos e 12,0 UI/mL de soro em coelhos, através da
soro-neutralizagdo em camundongos.

A utilizagdo de adjuvantes nas vacinas estimula a resposta imunoldgica.
Dholakia et al. (1980), compararam a eficicia de trés vacinas contra C.
perfringens tipo D em coelhos e verificaram que o grupo de animais que recebeu
duas doses de uma vacina sem adjuvante apresentou titulos de 4.0 UI de
antitoxina épsilon/mL de soro, dez dias apds a vacinagdo, enquanto que 0s
grupos imunizados uma unica dose de um toxdide precipitado com alimen ¢
outro toxoide precipitado com alumen e adsorvido com hidroxido de aluminio
apresentaram, dez dias apos a vacinagdo, titulos de 6.0 e 10,0 UI de antitoxina
¢psilon/mL de soro, respectivamente. Quando duas doses do toxoide adsorvido
com hidroxido de aluminio foi utilizado em ovinos, os titulos de antitoxina
¢épsilon obtidos foram de 6,0 ¢ 1,0 UI/mL de soro, 30 e 60 dias apds a
vacinacdo, respectivamente. Os melhores titulos de antitoxina épsilon foram
obtidos por Jansen (1967) quando uma segunda dose de toxéide contendo 90 Lf
de antigeno foi administrado duas a seis semanas ap6s o estimulo inicial.

O volume e o nimero de doses é importante na consolidagio da resposta imune.
Kerry & Craig (1979) verificaram que ovinos vacinados com uma dose de 5 mL
seguida por uma de 2 mL apresentaram titulos mais altos que os vacinados com
duas doses consecutivas de 2 mL. Kennedy et al. (1977a). vacinaram bovinos
com toxoide de C. perfringens tipo C ¢ verificaram que titulos de 17.5 a 20.0 Ul
de antitoxina beta, duas semanas apds a primeira dose, elevaram-se para 50 a 90
UI/mL, duas a quatro semanas ap6s a segunda dose, confirmando a necessidade
da segunda dose vacinal. Os autores observaram ainda que os titulos de
antitoxina beta em bovinos foi 4 a 5 vezes maiores que em ovinos.

Kumar ct al. (1992) compararam a resposta de caprinos vacinados com uma e
duas doses de um toxoide adsorvido com hidroxido de aluminio e de um toxoide
adsorvido com hidroxido de aluminio, adicionado de vitamina E e arlacel A e
observaram que os animais vacinados com duas doses dc cada toxdide
apresentaram fitulos trés vezes maiores que aqueles vacinados com dose tinica ¢
que ndo houve diferenga significativa entre os toxoéides utilizados.

Sterne et al. (1962), imunizaram ovinos com uma vacina polivalente contendo
C. perfringens tipo B, C ¢ D; C. septicum;, C. oedematiens;, C. tetani ¢ C.
chauvoei e observaram que 0S animais apresentaram niveis de antitoxinas
protetores 25 dias apos a primeira dose e titulos ainda maiores 11 a 12 dias apos
0 “booster”. conferindo uma sélida imunidade ao rebanho. Apenas o titulo de C.
oedematiens estava abaixo do minimo exigido, porém com niveis protetores.

Cameron (1980) verificou que a vacinagdo de cordeiros aos dois méses de idade
com uma dose de toxoide. adsorvido com adjuvante oleoso, seguida por uma

|
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dose de toxdide precipitado com alimen, quatro semanas apos, cstimulou
producido de titulos maiores do que quando utilizou duas doses seguidas de
toxdide com adjuvante oleoso. Verificou ainda que a resposta em ovinos adultos
foi maior que em cordeiros aos trés méses de idade.

Uma andlise econémica do efeito da vacinagdo sobre a mortalidade em 18.896
bovinos, criados em confinamento, foi realizada por Knott et al. (1985). Os
autores administraram duas doses de uma vacina comercial contra clostridios.
com intervalo de 30 dias entre as doses e constataram a ocoréncia de 322 mortes
no grupo vacinado contra 611 no grupo controle.

Green et al. (1987) avaliaram através de ELISA. a resposta de trés vacinas em
OvVINos € caprinos ¢ constataram que nio houve diferenga significativa na
titulagdo dos niveis de anticorpos dos ovinos aos 14 e 28 dias. contudo. em
caprinos, apenas duas vacinas apresentaram aumento de titulos significativos 14
dias apos a vacinagdo ¢ aos 28 dias nio houve diferenca entre os grupos
vacinados e o grupo controle. Frerichs & Gray (1975) obtiveram titulos mais
altos em coelhos que em ovinos. Kennedy et al., 1977b) conseguiram titulos de
40 a 55 e de 50 a 60 Ul de antitoxina beta em coelhos ¢ bovinos.
respectivamente
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de realizagdo do trabalho

O experimento foi realizado no Laboratdrio Regional de Apoio Animal do
Ministério da Agricultura ¢ Abastecimento, em Pedro Leopoldo
(LARA/PL/MAA) no Estado de Minas Gerais (MG); no laboratério de doengas
bacterianas da Escola de Veterindria da Universidade Federal de Minas
Gerais - EV/UFMG e em uma propriedade rural do Municipio de Sabindpolis -
MG.

3.2. Aquisi¢do e identificagdo das vacinas

Foram testadas vacinas polivalentes contra clostrideos, que apresentavam em
sua composigdo (. perfringens tipo C e/ou D, sendo seis partidas nacionais ¢
uma importada ¢ como controle um toxéide' bivalente padrio. As vacinas
nacionais foram adquiridas no comércio, a importada e o toxéide padrdo foram
fornecidos pelo LARA-PL, observando-se o prazo de validade de cada uma e
conservadas de acordo com as especificagdes dos fabricantes. Todas as vacinas
continham hidréoxido de aluminio como adjuvante. Cada laboratorio foi
identificado como descrito abaixo.

! Toxoide produzido pelo Central Veterinary Laboratory (Inglaterra)




27

Composicio das vacinas testadas

VACINA ORIGEM COMPOSICAO

A Importada C. perfringens A, B, C e D; C. chauvoei, C.
septicum; C.novyi B; C. tetani

B Nacional C. perfringens C; C. chauvoei; C septicum; C.
novyi

C Nacional C. perfringens B, C ¢ D; C. chauvoei; C.
septicum; C. novyi

D Nacional C. perfringens. B, C ¢ D; C. chauvoei; C.

septicum; C. novyi

E Nacional C. perfringens B ¢ D; C. chauvoei; C. septicum;
C. novyi; C. sordellii
F Nacional C. perfringens C e D; C. chauvoei; C.
septicum;C. novyi
G Nacional C. perfringens B, C ¢ D; C chauvoei;
C.septicum; C. novyi
CVL Importada toxodide beta e épsilon

3.3. Animais utilizados

3.3.1. Camundongos

Foram utilizados camundongos de ambos os sexos da raga Swiss, linhagem
Webster, pesando entre 17 ¢ 22 g, fornecidos pelo biotério do LARA/MAA/PL.

3.3.2. Cobaios

Utilizaram-se cobaios de ambos os sexos, pesando entre 250 e 350 g, fornecidos
pelo biotério do LARA/MAA/PL.

3.3.3. Coelhos

Para o teste de poténcia foram utilizados coclhos machos, com peso entre 1.5 ¢
2.5 Kg. Os amimais foram adquiridos da fazenda experimental Prof. Hélio
Barbosa, da UFMG.
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3.3.4. Caprinos

Foram utilizadas cabras da raga saanen, entre oito e 12 meses de idade,
mantidas em confinamento durante todo periodo do experimento, em uma
propriedade na zona rural do municipio de Sabinopolis-Minas Gerais.

3.4. Amostras e antitoxinas

Para producdo das toxinas empregadas nos testes de eficiéncia, foram utilizadas
amostras de C. perfringens tipo C (amostra 3628) ¢ tipo D (amostra 3629) da
American Type Culture Collection (ATCC) e amostras de antitoxina beta
padrdo com 4770 U/mL ¢ antitoxina épsilon padrdo com 1020 UI/mL, do
Central Veterinary Laboratory (CVL), fornecidas pelo LARA-PL.

3.5. Meios de cultura

Foram utilizados os seguintes meios de cultura: Cooked Meat Medium - CMM',
Reinforced Clostridial Medium - RCM' | Agar sangue - AS® Agar Sahid
Ferguson Perfringens - SFP* | meio de Tarozzi, meios descritos por Jansen
(1961), Al Saadi (1977) ¢ Pal et al. (1990). Os meios comerciais (CMM, RCM,
SFP ¢ AS) foram preparados de acordo com as recomendagdes dos fabricantes.
O meio descrito por Al Saadi (1977) foi modificado pela adigio de tiamina®
(0,5%), L-cisteina hidrocloridrica® (0,5%), glicose® (1%), amido soluvel’
(0,03%), substituigio da N-Z-Amina B por N-Z-Amina A’ (2%). Todos os
meios foram autoclavados a 121°C, por 20 minutos. A glicose. tiamina e L-
cisteina hidrocloridrica foram filtradas em millipore’ com membrana de 0,22
pm de porosidade e adicionadas ao meio no momento do uso. Os meios de
cultura ¢ os reagentes foram fornecidos pelo LARA-PL.

3.6. Produgio de toxinas

Para o preparo do indculo as amostras liofilizadas foram reconstituidas com 1.0
mL de RCM ou CMM e transferidos para cinco tubos de ensaio (16x160 mm)
com tampa de rosca contendo 10 mL de meio de cultura e incubados por 24
horas. Apos esse periodo, as culturas foram semeadas em AS e SFP e incubados

! Oxoid - USA, Columbia, MD

2 E. MERCK - 64271 Darmstadt, Germany
* Sigma Chemical Company

* Millipore Corporation
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por 24 horas. Dos meios solidos, as colonias caracteristicas de C. perfringens
foram transferidas para cada um dos meios empregados para produgio de
toxinas ¢ incubadas por 16 horas (Habeeb, 1969; Sakurai & Duncan, 1977; Pal
et al., 1990). Todas as incubagées foram realizadas em jarras de anaerobiose'
com mistura gasosa' contendo 10% de CO, , 10% de H, ¢ 80% de N, ¢
mantidas a 37°C.

A produgdo de toxina segundo Al Saadi (1977), foi realizada em membrana de
dialise com capacidade de retengdo de substincias com peso molecular superior
a 12 Kdaltons (KDa). Para cada 3000 mL de meio de cultura, 450 mL de agua
destilada estéril e 50 mL de inoculo foram utilizados da seguinte forma: O meio
de Al Saadi (1977) modificado foi acondicionado em recipiente de boca larga,
provido de tampa com quatro saidas, uma para coleta do meio, uma para ajuste
do pH ¢ duas para introdugdo do indculo e saida de gas. O meio de cultura ¢ a
agua destilada foram incubados separadamente a 37°C, por um periodo de 24
horas, para que no momento da inoculagdo a temperatura estivesse adequada. O
indculo e a dgua destilada estéril foram transferidos para membrana de dislise e
o meio homogeneizado através de agitador magnético?, por dois minutos. O pH
do meio de cultura foi ajustado pela adigdo de hidroxido de sédio 1IN ou 4cido
acético 5N antes da inoculagdo ¢ a cada hora, a partir da segunda hora de
incubacdo. O tempo de incubagdo para produgio de beta toxina e épsilon toxina
foi de oito e 12 horas, respectivamente. Apos esse periodo, o conteudo da
membrana de dialise foi centrifugado sob refrigeragdo (4°C) a 12.000 x g, por
30 minutos ¢ o sobrenadante foi filtrado em millipore com membrana de 0.45 ¢
0,22 um de porosidade., sob pressdo positiva de 80 psi’, ajustado o pH e
armazenada a 4°C.

A produgdo de toxinas nos meios CMM, RCM, Jansen, Tarozzi ¢ Pal. consistiu
de transferéncia do indculo diretamente para o meio de cultura e incubagdo em
jarra de anaerobiose, de acordo com metodologia proposta por Jansen (1961) e
Pal et al. (1990). Apos o periodo de incubagdo, a cultura liquida foi
centrifugada, filtrada ¢ armazenada como descrito anteriormente.

A concentragdo de toxinas foi realizada pela adigio de sulfato de aménio
(Jansen, 1961) e pela dialise contra polietilenoglicol — PEG* 6000 (Al Saadi.
1977; Estrada et al., 1989) . No primeiro método, adicionou-se 35 g de sulfato
de amonio para cada 100 mL de filtrado e homogeneizado lentamente por
agitagdo magnética durante 30 minutos ¢ mantido em repouso a 4°C por 18

' White & Martins Ltda

* Fisher Thermix Stirrer. Mod 620 M
* Precision Scientific, Inc.

! Sigma Chemical Company
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horas. O precipitado foi separado por centrifugagio (12000 x g), sob
refrigeragdo (4°C). Ao sobrenadante, foi adicionado mais 2,5 g de sulfato de
aménio para cada 100 mL, até que nenhum precipitado fosse formado. As
fragbes precipitadas foram dialisadas contra agua destilada estéril por 24-48
horas para climinagdo do sulfato de aménio residual. No segundo método, o
filtrado foi acondicionado em membrana de didlise e submerso em solugio de
PEG a 20 %, que foi mantida sob agitagdo, a 4°C, por 60 horas. A solugdo de
PEG foi substituida a cada 24 horas. Em seguida, o concentrado foi dialisado
contra dgua destilada por 24-48 horas com substituigdo da 4gua a cada 12 horas.
A protoxina ¢psilon foi ativada pela adigdo de tripsina' (Habeeb, 1969). Os
concentrados obtidos pelos dois métodos foram acondicionados em frascos
estéreis ¢ armazenados a — 20°C. Para testar a inocuidade do PEG, uma dose de
0,5 mL de uma solugdo a 20 % foi inoculada por via endovenosa em quatro
camundongos, que foram observados por 72 horas.

3.6.3. Titulagdo de toxinas

Antes da titulagdo, foi adicionado 0,1 mL de antitoxina A” para cada 0,9 mL de
toxina produzida, para neutralizagiio da toxina alfa. A mistura foi mantida em
banho-maria a 37 °C, por 30 minutos. A titulagdo foi realizada utilizando-se
dilui¢Ges duplas de cada tipo de toxina em solugdo salina peptonada a 1%, para
determinagdo da dose letal 50% - DLs, (menor quantidade de toxina que mata
50% dos animais inoculados, em até 72 horas apoés a inoculagdo), calculada pelo
método descrito por Reed & Muench (1938). Para cada diluigio foram
inoculados quatro camundongos pesando entre 17 ¢ 22 g, com 0,2 mL por via
endovenosa e observados por 72 horas. Cada titulagdo foi repetida uma vez e os
resultados dos dois testes foram acumulados para efeito de calculo da DLs,. Em
seguida as toxinas beta e épsilon foram padronizadas, respectivamente, em L+ ¢
L+/10. A beta toxina foi considerada apropriada quando continha, no minimo,
25 DLso em 1,0 L+ ¢ a épsilon toxina quando continha, no minimo, 20 DLs, em
1,0 L+/,, (European Pharmacopoeia, 1993).

3.6.2. Dosagem protéica
A dosagem de proteina foi realizada pelo método do biureto®, através da mistura

de 0.1 mL de cada toxina com 5,0 mL do reagente e leitura em densidade otica
(DO) a 545 nm realizada em espectrofotdmetro’. As toxinas beta ¢ épsilon

! Difco Laboratories Ltda.
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foram consideradas satisfatorias quando continham, no minimo, 1L+ em 0.2 mg
de proteina e 1 L+/;o em 0,005 mg de proteina, respectivamente (European
Pharmacopoeia, 1993).

3.6.4. Toxinotipia

Para confirmagdo dos tipos de toxinas produzidas, foi utilizada a metodologia
descrita por Batty & Glenny (1947) com modificagdes, que consistiu na mistura
de 1,0 mL de toxina beta ou toxina ¢épsilon em diferentes diluigdes, com 1.0 mL
da antitoxina homoéloga contendo 1,0 UI/mL. As misturas foram mantidas em
banho-maria, a 37°C, por 30 minutos, antes da inoculagio, e em seguida foram
administrados 0,2 mL, por via intradérmica em cobaios e 0,2 mL por via
endovenosa em quatro camundongos/diluigdo € os animais observados por um
periodo de 72 horas. Cada cobaio recebeu quatro inoculagdes em diluicdes
crescentes de cada toxina, no sentido dntero-posterior, na regido lateral. Como
controle, foram feitas inoculagdes semelhantes de cada tipo de toxina sem
antitoxina homologa. O tipo de toxina foi determinado pela auséncia de reagdo
necrética na pele dos cobaios e sobrevivéncia dos camundongos, inoculados com
a mistura de toxina e antitoxina homoéloga.

3.7. Determinagdo da dose teste das toxinas

A dose teste de cada toxina foi determinada misturando-se 1.0 mL de
antitoxinas beta ou épsilon. contendo 10 e 1,0 UI/mL, respectivamente, com
volumes graduados da toxina homoéloga padronizada e quantidade de solugdo
salina peptonada suficiente para completar o volume para 2.0 mL. A
metodologia utilizada foi a descrita pela European Pharmacopoeia (1993),
exceto que o volume final foi de 2,0 mL ao invés de 5,0 mL (Kennedy et al.,
1977a), realizado da seguinte maneira:

Volumes de toxinas ¢ antitoxinas utilizados na determinacdo das doses teste

Antitoxina (mL) 1.0 1.0 1,0 1,0 1.0 1.0
Toxina (mL) 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.1
Salina (mL) - 0,2 0.4 0.6 0.8 0,9

As misturas foram homogeneizadas e mantidas em banho-maria a 37°C, por 30
minutos ¢ uma dose de 0,2 mL de cada diluigdo foi inoculada em quatro
camundongos, por via endovenosa. Os animais foram observados por um
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periodo de 72 horas. O procedimento foi realizado duas vezes e os resultados
dos testes foram somados para efeito de cdlculo, realizado pelo método descrito
por Reed & Muench (1938).

3.8. Provas de controle

3.8.1. Teste de esterilidade

De cada partida foi semeado 1,0 mL da vacina em dez tubos contendo caldo
tioglicolato’, incubados a 37°C, por um periodo de sete dias, para crescimento
de bactérias e em Soybean-casein digest medium', incubados a 25°C, por um
periodo de 14 dias, para crescimento de fungos (Estados Unidos, 1990a).

3.8.2. Teste de inocuidade

O teste de inocuidade foi realizado através da administragio de 0,5 mL de cada
vacina em oito camundongos, por via intraperitoneal. Os animais foram
observados durante sete dias ¢ as vacinas foram consideradas inocuas quando os
animais inoculados ndo apresentavam reagdes local ou sistémica adversas
(Estados Unidos, 1990b).

3.8.3. Teste de poténcia

A poténcia das vacinas foi avaliada através da vacinagdo de coclhos ¢
determinagdo do nivel de antitoxinas nos soros dos animais vacinados pela
técnica de soro-neutralizagdo em camundongos.

Foram utilizados 96 coelhos, divididos em oito grupos com 12 animais cada.
Sete grupos foram imunizados com vacinas comerciais, administradas por via
subcutdnea, com a dose minima recomendada pelos fabricantes, com dose de
reforco, 21 dias apos a primo-vacinagdo (European Pharmacopoeia, 1993). Para
controle, um grupo de coelhos foi vacinado com um toxéide bivalente padrio.
Os animais foram sangrados por puncdo cardiaca. aos 14. 21 e 28 dias apos a
segunda dose. Apds a sangria, retracdo e retirada do coagulo. os tubos com soro
foram centrifugados a 3000 x g , por 15 minutos e em seguida quantidades
iguais do soro de cada animal constituiram um “pool™ de soros do grupo. Para

' E. MERCK - 64271 Darmstadt, Germany.
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cada “pool” de soro foi adicionado 1 % de timerosal diluido 1:1000 e
armazenados a - 20°C.

Cada “pool” de soro foi titulado frente a 10 doses teste de cada toxina. As
misturas foram preparadas de maneira que contivessem 1,0 mL da toxina com
volumes graduados do soro a ser titulado e quantidade suficiente de solugdo
salina peptonada a 1% para completar o volume para 2.0 mL. Como controle
dos testes. foram utilizadas misturas semelhantes das toxinas com o soro obtido
do grupo vacinado com toxoide padrdo. além de misturas das toxinas com as
respectivas antitoxinas homologas padrdo. As misturas foram mantidas em
banho-maria a 37°C, por 30 minutos e uma dose de 0.2 mL foi inoculada em
quatro camundongos/dilui¢do. por via endovenosa. Cada titulacdo foi repetida
uma vez e o titulo calculado pelo método descrito por Reed & Muench (1938).

3.8.4. Avaliac¢do da resposta humoral em caprinos

Foram utilizadas 40 cabras, divididas em quatro grupos de 10 animais cada. Os
animais ndo apresentavam historico de vacinagdo anterior contra C. perfringens
tipo C e/ou D. A cada grupo foi administrado, por via subcutinea, a dose
recomendada pelos fabricantes. isto €. 2.0 mL das vacinas D. E e G e 3.0 mL da
vacina F. com refor¢o quatro semanas apos. A coleta de sangue foi realizada
antes da vacinagdo ¢ mensalmente por um periodo de 12 meses. Apos a sangria,
os soros dos caprinos foram tratados de maneira semelhante ao dos coelhos.
exceto que foram armazenados individualmente.

® 3.8.4.1. Teste de soro-protegdo

Aliquotas iguais do soro dos caprinos de cada grupo constituiram um “pool” que
foram submetidos a uma triagem, através da soro-prote¢do em camundongos,
realizada de maneira que cada dose de 0.2 mL contivesse 0.1 mL da toxina beta
com 2.5 DL, ou toxina épsilon com 5 DLs, e 0,1 mL do soro (Tammemagy &
Grant, 1967). Como controle do teste, diluigées das toxinas foram preparadas.
contendo 2.5 ¢ 5 DLs;, em cada 0,2 mL de beta e¢ ¢psilon toxinas.
respectivamente. As misturas (oxinas-soros ¢ as toxinas controle foram
homogeneizadas, mantidas em banho-maria a 37°C. por 30 minutos ¢ 0.2 mL
foi inoculado. por via endovenosa. em dois camundongos. Os soros que
conferiram sobrevida aos camundongos. durante 72 horas, foram submetidos a
titulacdo, frente as doses teste de cada toxina, para determinacdo do nivel de
anticorpos SEricos.
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3.8.4.2. Teste de soro-neutralizagdo

O teste de soro-neutralizagdo foi realizado através da mistura dos soros que
conferiram soro-protegdo aos camundongos, com 10 doses teste de cada toxina.
O nivel de teste empregado foi de L+ e L+/,, para beta toxina e L+/; €
L+/ip0.para ¢épsilon toxina. As misturas foram preparadas de maneira que
contivessem 1,0 mL de beta ou épsilon toxinas com volumes graduados do soro
a ser titulado e quantidade suficiente de solugdo salina peptonada a 1% para
completar o volume para 2.0 mL.
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO

As primeiras produgdes de toxinas foram realizadas sem controle de pH. Titulos
que variaram de 1,0 x10 a 1,4 x 10° DLsy/mL de beta toxina e de 1,0 x10 a 2.5
x 10 DLsy/mL de épsilon toxina foram obtidos quando os meios CMM, Tarozzi
¢ RCM foram empregados (Tab. 1 e¢ 2). Em fungio destes resultados
preliminares, outros meios de culturas foram utilizados e o pH passou a ser
controlado em 7,2 + 0,1 para produgio de beta toxina e 7.6 + 0,1 para épsilon
toxina, ajustados a cada hora, a partir da segunda hora de incubagdo. Desta
maneira, producdes de toxinas a partir da amostra tipo C (ATCC 3628), nos
meios RCM, Pal, Jansen ¢ Al Saadi modificado apresentaram titulos de 1,5 x
10%, 8,0 x 10, 1,0 x 10 ¢ 1,5 x 10? DLso/mL de beta toxina, respectivamente.

Da mesma forma, a produgdo de épsilon toxina, a partir da amostra tipo D
(ATCC 3629), passou a ser realizada com controle de pH, obtendo-se titulos de
6,0 x 10 nos meios RCM ¢ Pal e 3,75 x 10? DLsy/mL de épsilon toxina no meio
Al Saadi modificado. Os titulos de beta toxina foram cinco vezes maior quando
o pH foi controlado, empregando-se CMM. Quanto a produgdo de épsilon
toxina, ndo houve diferenga de titulo quando o meio utilizado foi o CMM,
contudo quando a produgdo de toxina foi realizada em RCM com pH
controlado, o titulo obtido foi 2,4 vezes maior que sem controle de pH.

Estes resultados confirmam a influéncia do controle do pH e do meio de cultura
empregados na producdo de toxinas por Clostridium perfringens e estdo de
acordo com os obtidos por Pivnick et al. (1964; 1965), Worthington et al.
(1973), Al Saadi (1977), Sakurai & Duncan (1979), Pal et al. (1990), que
obtiveram os melhores titulos de beta e épsilon toxinas quando o pH do meio de
cultura foi controlado. Segundo Pivnick et al. (1964; 1965), o controle do pH do
meio de cultura pode afetar a sintese ¢ estabilidade das toxinas.

Os titulos iniciais das toxinas produzidas em RCM por um periodo de incubagio
de seis ¢ 12 horas foram semelhantes, cntretanto, apos a concentragio com
PEG, os titulos das toxinas produzidas com controle de pH foram mais elevados.

As titulagdes das toxinas roduzidas o meio Al Saadi modificado apresentaram
os niveis mais elevados de beta toxina (1,07 x 10° DLs,/mL) e de ¢épsilon toxina
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(3,89 x 10®> DLs, /mL), apos a conccntragdo com PEG, aumentando ccrea de 10
vezes o titulo inicial. A metodologia demonstrou ser de ficil execugdo, baixo
custo e permitiu obter toxinas com titulos suficientes para realizacdo dos testes
de soro-neutralizagdo. A desvantagem apresentada foi a viscosidade do
concentrado, porém ndo interferindo na titulagio final, tendo em vista a dilui¢ao
utilizada. A inocuidade da solu¢io de PEG a 20%, foi comprovada pela
sobrevivéncia dos quatro camundongos inoculados por via endovenosa. A
precipitagiio com sulfato de amonio apresentou titulos de 8,0 x 10° DLs, /mL de
beta toxina ¢ 5,0 x 10% DLs, /mL de épsilon toxina, inferiores aos obtidos com
PEG.

TABELA 1- Titulagdo de beta toxina produzida por C. perfringens tipo C
(ATCC 3628), de acordo o meio de cultura, o controle de pH e
o periodo de incubagdo utilizados

Meio de cultura Incubagio (em h) Titulo da toxina (DLs,/mL)

Inicial Concentrado
CMM 6 50x 10 NR
CMM”™ 6 1,0 x 10 NR
TAROZZI 9 1,0 x 10 NR
RCM" 6 1,4 x 10° 6,0 x 10"
RCM 6 1,4 x 10? 8,0 x 10"
RCM i3 1,5 x 10? 8,0 x 107"
AL SAADI 8 1,5 x 10° 1,07 x 10™°
AL SAADI 8 1,2 x 10% 8,0 x 10"
PAL 4 8,0 x 10 8,0 x 10***
JANSEN 4 1.0 x 10 NR
‘Pmdugio sem controle de pH """ Concentrado com sulfato de aménio

**Concentrado com polietilenoglicol BB =¥ realiis

Os niveis de toxinas obtidos neste trabalho foram inferiores aos obtidos por
Jansen (1961), Pivnick et al. (1964; 1965); Al Saadi (1977); Kulshrestha
(1973); Sakurai & Duncan (1979) e Pal et al. (1990) que trabalharam com
toxinas purificadas, a partir da precipitacio com sulfato de amonio, produzidas
a partir de diferentes amostras de C. perfringens. No entanto, os resultados
obtidos foram superiores aos titulos obtidos por El Idrissi & Ward (1992) que
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trabalharam com toxinas beta e épsilon purificadas, produzidas a partir das
mesmas amostras empregadas neste trabalho (C. perfringens, ATCC 3628 e
3629), sugerindo que os niveis de toxinas produzidos por estas amostras
mantiveram-se estaveis, podendo variar em fungdo de determinadas condigdes
do sistema adotado para a produciio das toxinas.

TABELA 2 - Titulagdo de épsilon toxina produzida por C. perfringens tipo
D (ATCC 3629), de acordo o meio de cultura, o controle de
pH e o periodo de incubacéo utilizados

Meio de cultura  Incubagio Titulo da toxina (DLsy/mL)
(em horas)

Inicial Concentrado
CMM” 6 1,0 x 10 NR
CMM 6 1,0 x 10 NR
TAROZZI 9 1,0 x 10 NR
RCM® 12 2.5% 10 2.0 x 10>
RCM 12 6,0 x 10 8.0 x 10"
RCM 12 6.0 x 10 5.0 x 10°™
AL SAADI 12 3,75 x 10? 3,89 x 10°*°
PALL 4 6.0 x 10 7.5 x 10*°
JANSEN 4 6.0 x 10 NR
f Produgio sem controle de pH o Concentrado com sulfato de aménio

=N3 +
- Conce.ntmdo com polietilenoglicol RY=DiRoosiisad

Os resultados do controle de pH durante a produgdo de toxinas cstio
demonstrados nas Fig. 1 ¢ 2. Observou-se que a partir da segunda hora de
incubagio ja houve uma variagio do pH do meio, principalmente entre duas e
sete horas de incubagdo para beta toxina e entre seis e 11 horas para ¢psilon
toxina. Nestes periodos a produgdo de gases foi intensa, embora ndo tenha sido
identificado o tipo de gas produzido. A produgio de gases, como H; e CO; pelo
C. perfringens contribui para manutengio do ambiente em anaerobiose (Rood
& Cole. 1991), mas acidifica o meio, provocando desnaturagio de toxinas
(Kulshrestha, 1973).
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Os tipos de toxinas foram confirmados através de reagdo dermonecrotica em
cobaios e inoculagdo endovenosa em camundongos. A mistura de toxina com
antitoxina homologa nio provocou necrose tecidual (Fig. 3 e 4) e/ou morte dos
animais inoculados (Tab. 3). Segundo Batty & Glenny (1947) a reagdo
dermonecrotica € especifica, principalmente para a €psilon toxina, podendo
substituir os testes de neutralizagdo em casos de material em pequena
quantidade. Pivnick et al. (1964) demonstraram que beta toxina pode apresentar
reagdo dermonecrotica numa diluigio de até 1:20000 e que pode ser
neutralizada pelo antisoro C, mas ndo pelo antisoro B.

As doses testes de beta toxina e épsilon toxina, determinadas ao nivel de L+ e
L+/,o , foram de 40 L+/mL e 125 L+/,, por mililitro, respectivamente. Cada L+
de beta toxina continha 26,79 DLs, € cada L+/,, de épsilon toxina continha
31,12 DLs,. Os valores estabelecidos pela European Pharmacopoeia (1993) para
se considerar uma toxina apropriada para teste sdo de que cada L+ de beta
toxina contenha 25 DLs, e cada L+/,, de épsilon toxina contenha 20 DLs, .
Utilizando-se niveis de teste de L+ e L+/;, detecta-se niveis de antitoxinas beta e
épsilon de 10 e 1,0 Ul/ml, respectivamente, uma vez que a dose teste empregada
na titulagdo dos soros deve ser 10 vezes a dose teste calculada. Testes iniciais
dos soros mostraram que os titulos de antitoxinas dos animais imunizados com
as vacinas nacionais foram inferiores aos valores minimos detectaveis com este
nivel de teste. isto €, foram inferiores a 10 e 1,0 Ul/ml. passando-se entdo ao
nivel de L+/;, para beta toxina e L+/;o, para épsilon toxina, com uma dose teste
de 200 L+/,o e 200 L+/,00 , respectivamente. Pelos resultados apresentados
verificou-se que as doses testes das toxinas nio foram proporcionais as diluigdes
utilizadas. Niveis de teste podem variar de acordo com a quantidade de
anticorpos a serem titulados (Lobato, 1989; Webster & Frank, 1985; Kennedy et
al., 1977b).

TABELA 3 — Tipificagdo das toxinas inoculadas por via intradérmica em
cobaios e endovenosa em camundongos

Toxina Antitoxina Necrose Morte”
Beta alfa Presente +
Beta beta + alfa Ausente -

Epsilon alfa Presente +

Epsilon épsilon + alfa Ausente —

'(r)()smﬂmaismommﬂhmsapésairmmlacio

. (=) Os animais sobreviveram por 72 horas apos a inoculagio
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Todas as vacinas apresentaram resultados negativos para crescimento de
bactérias e fungos quando cultivados nos meios de culturas utilizados e foram
inocuas, por um periodo de sete dias, quando administradas em camundongos,
ndo apresentando reagdo local ou sistémica. Estes resultados corresponderam
aos esperados, uma vez. que todas as partidas de vacinas de origem nacional sio
submetidas 4 controle oficial de esterilidade e inocuidade, realizado no LARA-
POA, como parte integrante do controle de qualidade das vacinas contra C.
chauvoei. Entretanto, os coelhos vacinados apresentaram reagdo no local de
inoculagdo das vacinas, caracterizadas por acimulo de material de coloragio
branco-amarelada, inodoro, circunscrito ao local de inoculagio e que
desapareceram por volta de 60 dias apoés a vacinagdo. Esta reacdo,
provavelmente deveu-se ao adjuvante adicionado as vacinas e foi considerada
normal, uma vez que os animais ndo apresentaram outros sinais.

Os resultados dos testes de poténcia dos imundgenos comerciais e do toxoide
padrio empregados como controle, sdo apresentados nas Tab. 4 ¢ nas Fig. 5 ¢ 6
. O grupo de animais inoculados com a vacina A, apresentou titulos sorologicos
de 11, 13 ¢ 13 Ul/mL de antitoxina beta e 6, 6.5 ¢ 9 UI/mL de antitoxina épsilon
aos 14, 21 e 28 dias, respectivamente, apos a aplicagdo da dose de reforgo. Os
seis grupos vacinados com as vacinas B, C, D, E, F e G ndo apresentaram niveis
de antitoxinas séricas detectdveis com a dose teste das toxinas beta ¢ épsilon
recomendadas, como pode ser visto na Tab. 4.

Do grupo vacinado com o toxdide padrio foram obtidos titulos sorologicos de
20, 27 ¢ 30 Ul/mL para antitoxina beta e titulos de 9, 10 ¢ 15 Ul/mL para
antitoxina ¢psilon, aos 14, 21 e 28 dias, respectivamente, apos a vacinagio
(Tab. 4.

Em todos os ensaios o controle do teste frente as antitoxinas homélogas padrdes,
apresentaram resultados de 10 Ul/mL e 5 Ul/mL para os tipos beta ¢ épsilon,
respectivamente. Estes resultados validam as doses testes empregadas. Os niveis
de antitoxinas beta e épsilon exigidos no teste de eficiéncia de vacinas contra
Clostridium perfringens sdo de 10 Ul/mL para o tipo C e 5 U/mL para o tipo D,
havendo concordincia quanto a estes niveis entre British Veterinary Codex
(1970), Estados Unidos (1990c) ¢ European Pharmacopoeia (1993).
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TABELA 4 — Niveis de antitoxinas beta e épsilon em “pool” de soros de
coclhos, coletados aos 14, 21 ¢ 28 dias apds a vacinagdo, com
vacinas polivalentes contendo C. perfringens tipos C e/ou D, ao
nivel de L+ para beta toxina e L+/,, para épsilon toxina.

Titulo de beta antitoxina Titulo de €psilon antitoxina
Vacina (UVmL) (U/mL)
14 dias 2ldias  28dias  l4dias 2l dias 28 dias
A 11 13 13 6 6,5 9
B ND® ND ND ND ND ND
¢ ND ND ND ND ND ND
D ND ND ND ND ND ND
E ND ND ND ND ND ND
F ND ND ND ND ND ND
G ND ND ND ND ND ND
Toxoide 20 27 30 9 10 15

) ND = Niveis de antitoxinas ndo detectiveis com a dose teste utilizada

Os produtos testados, comercializados no pais, foram ineficientes em induzir
niveis de anticorpos compativeis com os exigidos no teste, demonstrando a
baixa imunogenicidade dos toxéides. Somente a vacina A, de origem
internacional ¢ o toxoide padrdo induziram niveis de antitoxinas superiores aos
exigidos no teste. Os titulos de antitoxinas obtidos, 14 dias apés a vacinagio,
confirmaram o esquema de vacinagdo recomendado pela European
Pharmacopoeia (1993) que estabece apenas uma coleta de soro, 10 a 14 dias
apos a scgunda dose, para realizagdo dos testes de poténcia (Fig. 5 ¢ 6).

Foi verificado que o titulo de beta antitoxina induzido pela vacina A, ndo
aumentou significativamente nos trés periodos de coletas considerados, no
entanto, o titulo de épsilon antitoxina aumentou 50 % comparando-se a terceira
coleta com a primeira, embora os titulos aos 14 dias tenham sido suficientes
para considerar a vacina eficiente. Dholakia et al. (1980) vacinaram coelhos
com vacina comercial e obtiveram titulos de antitoxina épsilon de 1,0 ¢ 4,0
Ul/ml. 10 e 34 dias apés a segunda dose, respectivamente. Sterne et al. (1962)
obtiveram em ovinos, titulos de antitoxina beta seis vezes maiores duas semanas
apos a segunda dose, em comparagio com os titulos obtidos duas semanas apos
a primeira dose, enquanto que os titulos de antitoxina épsilon foram
praticamente os mesmos. Webster & Frank (1985) testaram 16 partidas de uma
vacina polivalente comercial contendo C. perfringens tipo D ¢ obtiveram. 14
dias apos a segunda dose, titulos de antitoxina épsilon superiores ao minimo
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exigido em 15 partidas. No mesmo trabalho, os autores compararam a resposta
de coelhos ¢ ovinos, obtendo resultados inferiores a 5 UI/mL em apenas uma
partida, nas duas espécies.

O emprego de toxoide bivalente padrdo foi uma alternativa adotada para o
controle das respostas induzidas pelas vacinas comerciais, funcionando também
como controle das toxinas e antitoxinas padrdes utilizadas na realizagdo dos
testes. Os coelhos mostraram-se eficientes como modelo a ser empregado para
estimar a poténcia de vacinas contra C. perfringens tipo C e D, em laboratorio.
Isto foi observado pela disparidade dos resultados entre os grupos de animais
imunizados com vacinas de origem nacional e importada e com o toxoéide
padrdo, demonstrando que quando a vacina apresentou imunogenicidade
adequada a resposta dos animais foi satisfatéria. Trabalhos tém sido
desenvolvidos para investigar a resposta de coelhos, comparando-os com outras
espécies. Frerichs & Gray (1975) obtiveram titulos mais altos em coelhos que
em ovinos. Kennedy et al., 1977b) conseguiram titulos de 40 a 55 e de 50 a 60
Ul de antitoxina beta em coelhos e bovinos, respectivamente.

TABELA 5 — Soroprotegdo em camundongos inoculados com 2.5 DL, de beta
toxina e soro de caprinos, coletados em diferentes periodos apos
a vacinagdo com vacinas polivalentes contendo C. perfringens
tipos Be/ouCeD

Vacinas Periodos de coleta (em semanas)

0 4 8 12 16 20-28  32-40  44-52

2/27 22 22 22 212 22 22 212
22 22 0/2 22 22 212 2/2 2/2
22 272 22 22 272 212 212 2/2
2/2 22 212 22 212 2/2 2/2 2/2

Qmimog

-
= Namegro de animais mortos / nimero de animais inoculados

Das quatro vacinas testadas em caprinos, através da soro-protecdo, apenas a
vacina E conferiu protegdo aos camundongos quando inoculados com 2.5 DL+,
de toxina beta e 5 DLs, de toxina épsilon, quatro semanas apos a vacinagio
(Tab. 5 e 6). As doses de toxinas utilizadas para o teste foram cerca de duas e
quatro vezes menores que as doses teste empregadas na titulagdo dos soros,
através da soro-neutralizacdo em camundongos. Os soros coletados a partir da
12* semana ndo apresentaram niveis de anticorpos suficientes para proteger os
camundongos.
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TABELA 6 — Soroprotegdo em camundongos inoculados com 5 DLs, de
épsilon toxina ¢ soro de caprinos, coletados em diferentes
periodos apos a vacinag¢do com vacinas polivalentes contendo C.
perfringens tipos B e/ou Ce D

Vacinas Periodos de coleta (em semanas)
0 4 8 12 16 20-28 32-40 44-52

227 22 22 22 22 2/2 22 2/2
22 22 02 22 22 2/2 2/2 2/2
22 272 22 22 22 2/2 2/2 2/2
22 272 22 22 212 2/2 2/2 2/2

Qmm o

o . ¢ » . . -
= Numero de amimais mortos / niumero de animais inoculados

A titulagdo do “pool” de soros dos caprinos que receberam a vacina E, quando
testados frente as doses testes determinadas ao nivel de L+ para beta toxina e
L+/,o para épsilon toxina, apresentaram resultados inferiores a 10 ¢ 1.0 U/mL
de antitoxinas beta e épsilon, respectivamente, pois todos os camundongos
inoculados morreram. Objetivando pesquisar niveis mais baixos de anticorpos,
realizou-se novos testes, ao nivel de L+/,, para beta toxina e L+/, para €psilon
toxina. Com este nivel de teste, titulos de 1,0 U/mL de antitoxina beta e 0,1
ULI/mL de antitoxina épsilon foram determinados, porém de maneira transitona,
uma vez que soros coletados a partir da 12* semana nfio apresentaram niveis de
anticorpos detectdveis com os niveis de teste empregados (Tab. 7). Estes
resultados sugerem que a vacina E, embora tenha protegido os camundongos
contra o desafio com uma dose dc 2,5 DLs, de toxina beta e 5 DL, de toxina
épsilon, foi ineficiente em estimular titulos mais altos de anticorpos.
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TABELA 7 — Titulos de antitoxinas beta e €épsilon em “pool” de soros de
caprinos imunizados com a vacina E, coletados em diferentes

periodos
Periodo apos primeira dose Antitoxina beta Antitoxina épsilon
(em semanas) (Ul/mL) (Ul/mL)
0 ND* ND
4 ND ND
8 1,0 0,1
12232 ND ND
36a52 ND ND
- - Niveis de antitoxinas nio detectaveis com as doses teste de toxinas utilizadas (L+/,o para

ND beta e L+/,00 para épsilon)

Os niveis mais altos de antitoxinas beta (15 - 20 UI/mL) e épsilon (7 - 8 UI/mL)
em ovinos foram obtidos por Kennedy et al. (1977a), quando a titulagdo foi
realizada quatro semanas apds o reforgo, através de soro-neutralizagdo em
camundongos. Os mesmos animais apresentaram titulos de 5- 10 e 3 - 4 Ul/mL,
seis semanas apos a scgunda dose. Green et al. (1987) avaliaram a resposta de
ovinos € caprinos a vacinagao com trés toxoides comerciais, através de ELISA, ¢
constataram que ndo houve diferenga significativa na titulagdo dos niveis dec
anticorpos entre os ovinos aos 14 e 28 dias, porém, nos caprinos, duas vacinas
apresentaram aumento de titulos significativos aos 14 dias, mas os trés toxdides
apresentaram redugdo dos titulos, 28 dias apés a vacinagdo, ndo havendo
diferenca cntre os grupos vacinados e o grupo controle, ndo vacinado.

Os niveis de antitoxina beta necessirios para proteger os animais contra o
desafio com toxina beta ndo sdo conhecidos. Quanto a antitoxina épsilon,
Jansen (1960) determinou que titulos de 0,15 U/mL de soro protegeram ovinos
desafiados com cultura de C. perfringens tipo D. Considerando 0,1 UIl/mL
como valor minimo protetor, os resultados apresentados indicam que todas as
vacinas testadas em caprinos foram ineficientes em estimular resposta
imunologica suficiente para protegdo dos animais contra o tipo D.

As vacinas polivalentes contra clostridios comercializadas no Brasil contém de
quatro a scis antigenos. No entanto, apenas o C. chauvoeei ¢ oficialmente testado
pelo MAA, para controle de eficiéncia, ficando os demais antigenos a critério
dos laboratorios produtores. A incorporagdo de novos componentes as vacinas €
uma medida desejavel. contudo, sua efetividade precisa ser comprovada pelos
orgdos oficiais de fiscalizagdo.
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Os resultados apresentados foram semelhantes aos obtidos por Lobato (1989),
quando avaliou as vacinas antibotulinicas e confirmou a ineficiéncia daqueles
produtos em estimular resposta imunoldgica adequada nos animais vacinados.
Por outro lado, os resultados deste trabalho ndo configurou nenhuma surpresa,
uma vez que, salvo exceges, 0 pensamento que norteia a estratégia da industria
obedece a uma légica econdmica capitalista perversa, subestimando na maioria
das vezes, a questdo técnica e ética de oferecer produtos de qualidade ao
consumidor final. Com estes resultados, comprova-se, mais uma vez, a ma
qualidade das vacinas comercializadas no Brasil, indicando a necessidade de se
estabelecer uma discussdo no sentido de desenvolver métodos eficientes para
producdo de vacinas contra Clostridium perfringens tipo C efou D e
implementar o controle oficial destes produtos.
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5. CONCLUSOES

As vacinas contra clostridios que contém em sua composigio
C. perfringens tipo C e/ou D, produzidas no Brasil e testadas neste trabalho,
mostraram-se estéreis ¢ inocuas, porém quanto i poténcia, foram ineficientes
em estimular niveis sorologicos de beta e épsilon antitoxinas, compativeis com o
teste de soro-neutralizagio recomendado para controle destes produtos.

A produgdo de toxinas em membrana de dialise ¢ com controle
de pH do meio de cultura mostrou-se como uma alternativa a ser empregada na
obtencdo de toxinas com titulos mais elevados.
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6. SUMMARY

Key-words: Goats, Vaccine, Toxin, Clostridium perfringens, Enterotoxemia

Seven commercial vaccines against clostridiosis, which had in their composition
type C and/or D Clostridium perfringens toxoids, have been evaluated for
sterility, residual toxicity and potency. Six vaccines were produced in Brazil and
one was imported. A bivalent toxoid standard of C. perfringens type C and D
has been used as a test control. All tested vaccines were sterile when cultivated
in bacteria and fungi growth media, and were innocuous when administrated to
mice via intraperitoneal route. In relation to the potency, evaluated by mice
serum neutralization tests using immunized rabbits sera pooled, the imported
vaccine and the standard toxoid have presented higher serum antibodies titres
than the required minimum level of 10 and 5 IU/mL for beta and epsilon toxins
produced from type C and D C. perfringens, respectively. The brazilian made
vaccines were ineffective in stimulating scrum antibodies levels specefic to beta
and epslon toxins, according to the recommended test level for quality control.
Four out of six brazilian made toxoids were also tested in goats but did not
presefnt detectable antitoxins levels within the test level of L+ or L+/1p used for
beta and epsilon toxins, respectively. The toxins utilized have been produced
cultivating C. perfringens within in dialisys membrane.
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