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RESUMO

Foram avaliadas quanto a eficiéncia, doze vacinas comerciais contra clostridioses € uma vacina padrao,
que continham em sua composi¢do Clostridium sordellii. Foi utilizado o método de desafio em cobaios
imunizados com 1/5 dose bovina, com 100 DLs, de uma suspensao de esporos com 5% de CaCl,. Das 13
vacinas testadas, apenas a vacina padrdo e trés vacinas comerciais atenderam aos requisitos minimos.
Duas vacinas, codificadas “Ts" e “Ts” apresentaram resultados igual a vacina padrdo, protegendo todos os
animais desafiados. A vacina codificada “T,”" nfo atendeu os requisitos minimos exigidos no primeiro
teste. Entretanto, no reteste, o acumulado de animais nfo foi superior a quatro obitos sendo considerada
eficiente. Todas as vacinas foram consideradas estéreis e indcuas.

Palavras-chave: Clostridioses, Bacterina, vacina, Clostridium sordellii, bovino.

ABSTRACT

Twelve commercial vaccines used in Brazil which contain Clostridium sordellii have been compaired
with a standard vaccine, produced in United States of America. A method was used used to estimate the
protection of guienea pigs whitch were immunized with 1/5 of the dose used in bovines containing
100LDs, of spores in 5% of CaCl,. All tested vaccines were sterile and didn’t induce disease. As far as
efficacy is concerned, from those 13 tested vaccine, only the standard vaccine and three commercial
vaccines reached the required quality. Two vaccine labelled "T;" and "Tg" gave identical results as the
standard vaccine protecting all the challenged animals. The vaccine labelled " T,," after being re-tested
was considered efficient.

Key words: Clostridiosis, bacterin, vaccine, Clostridium sordellii, cattle.
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1. INTRODUCAO

O genero Clostridium esta amplamente
distribuido na natureza. A maioria das espécies
deste género ¢ constituinte da microbiota
intestinal, porém, poucas, aproximadamente
quatorze, sdo capazes de produzir enfermidades
nos animais, muitas destas em exploragdes
bovinas e ovinas.

O Clostridium sordellii esta mais associado ao
edema maligno dos bovinos, mas existem relatos
da participa.30 deste agente em quadros de
enterite hemorragica (Smith er al, 1962),
enterotoxemia (Richard e Hunt, 1982),
enterotoxemia hemorragica e necrosante (Al
Mashat e Taylor, 1983), infeccdo neonatal
(Popoff, 1984), enterite, enterotoxemia, morte
subita em ovinos (Lewis e Naylor, 1998).

As enfermidades causadas por microrganismos
do género Clostridium levam a perdas
consideraveis no rebanho, uma vez que o
tratamento na grande maioria dos casos ¢é
impraticavel.

Os prejuizos economicos advindos desta
enfermidade sdo dificeis de serem avaliados, pois
faltam dados epidemioldégicos para isto. Porém
esses sdo bastante elevados uma vez que a
evolucdo da doenca € rapida, o que dificulta
qualquer acd@o terapéutica. O processo pode,
entretanto, ser prevenido através da imunizagdo
dos animais.

Devido as modificacdes ocorridas nos sistemas
criatérios do pais, levando ao surgimento de
novas enfermidades e recrudecimento de outras,
houve um aumento significativo na producao de
imunobiologicos. No Brasil, em 2000, foram
produzidas 129.969.577 doses de vacinas contra
clostridioses, sendo que, aproximadamente, 78
milhdes foram de wvacinas com multiplos
antigenos (BRASIL, 2001). Sdo 16 laboratorios
produzindo 39 vacinas polivalentes contra
clostridiose sendo que 11 destes laboratérios
produzem e comercializam 12 vacinas que
contém em sua composicdo Clostridium
sordellii, Diante de uma produgdo significativa
de doses vacinais faz-se necessario um controle
oficial destas visando uma melhor qualidade na
producdo de imunobiologicos para garantir
resultados satisfatorios.

Apesar de existir uma portaria para o controle
oficial de todos os antigenos das vacinas
clostridiais (Brasil, 1997), apenas Clostridium
chauvoei e toxdide botulinico sdo controlados
oficialmente pelo Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento nos Laboratorios de
Apoio Animal em Porto Alegre (LARA/POA) e
em Pedro Leopoldo (LARA/PL),
respectivamente.

Além disso, o estabelecimento do Mercado
Comum do Cone Sul - MERCOSUL - impde aos
paises membros uma tomada de posi¢do mais
enérgica em relacdo ao controle de qualidade dos
insumos agropecuarios e produtos bioldgicos,
entre 0s quais as vacinas, sobretudo em fungdo
do acelerado intercambio de animais, que podera
ocorTer entre esses paises €, consequentemente,
maior transmissdo de doencas. Diante disso, faz-
se necessario a introdugao e padronizagdo de um
teste para os antigenos presentes nas vacinas,
dentre eles, o Clostridium sordellii, que sdo
comercializadas sem controle oficial.

Este trabalho teve o objetivo de avaliar a eficdcia
de vacinas comercializadas no Brasil com
multiplos antigenos clostridiais, de diferentes
laboratérios, que continham em sua composi¢ao
Clostridium sordellii.

2. LITERATURA CONSULTADA

Muitos processos infecciosos que afetam as
exploragdes bovinas e ovinas sdo determinados
por Dbactérias do género Clostridium. A
prevaléncia das cerca de 100 espécies varia
geograficamente. A maioria € constituinte da
microbiota  intestinal, porém, poucas,
aproximadamente quatorze, sdo capazes de
produzir enfermidade nos animais (Smith, 1975).

Segundo Sneath et al. (1986), este
microrganismo se insere na sistematica como
sendo: Schizomycetes, ordem Eubacteriales,
familia Bacillaceae, género Clostridium, espécie
sordellii. Popoff (1984) sugere que existam pelo
menos, 43 amostras diferentes de Clostridium
sordellii, que sdo bactérias anaerobicas
esporuladas, produtoras de toxinas
essencialmente proteicas. O Clostridium sordellii
produz duas toxinas, toxina hemorragica (HT) e
toxina letal (LT). Sdo lecitinase, gelatinase,
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glucose, urease e indol positivos, lipase e lactose
negativos ( Holdeman et al., 1977).

Em 1922, Sordelli isolou pela primeira vez um
clostrideo altamente toxigénico nomeado de
Bacillus oedematis sporogenes, isolado de um
caso de gangrena gasosa em humanos (Sordelli,
1922). Em 1927, o organismo foi novamente
isolado e renomeado Bacillus sordellii. Mais
tarde foi incluido no género Clostridium por ser
considerado uma variante toxigénica do
Clostridium bifermentens. (Clark e Hall, 1927,
Tattaki e Muet, 1953).

Brookes et al. (1956) descreveram, na Inglaterra,
0 primeiro caso de morte subita em uma novilha
com o isolamento de Clostridium sordellii.

Na Australia, Clostridium  sordellii  foi
considerado um dos agentes responsaveis pelo
edema maligno (Beveridge, 1983, Lewis e
Naylor, 1998). Na Inglaterra Richards e Hunt
(1982), descreveram casos de morte subita em
cordeiros de quatro a 10 semanas e confirmaram
o diagnostico pelo isolamento de Clostridium
sordellii no figado.

Al Mashat e Taylor (1983) relataram o
isolamento de Clostridium sordellii de carcacas
de cordeiros nas quais ndo apresentaram
alteracdes patologicas descritas compativeis com
Clostridium sordellii e relataram wm caso de
enterite fatal em uma ovelha onde o mesmo
agente foi isolado, sendo portanto o possivel
patogeno responsavel.

Abu-Sanra et al. (1984) isolaram Clostridium
sordellii do figado de ovino. Eles concluiram que
a presenca do Clostridium sordellii agravou e
complicou o quadro de hepatite infecciosa
ocasionada pelo Clostridium novyi tipo B.

Varios relatos feitos na Europa identificaram
Clostridium sordellii como um dos principais
causadores de morte stbita em ovinos (El Idrissi
et al., 1992). Popoff (1984) investigou uma série
de mortes stbitas em ovinos no sul da Franga e
1solou Clostridium sordellii de 12 animais dos 19
que foram examinados. Entretanto, em outros
casos de clostridioses, ¢ isolado Clostridium
perfringens sdo isolados.

El - Idriss er al. (1992) isolaram Clostridium
sordellii  em  associagio a  Clostridium
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perfringens de 14 amostras, de 128 casos de
morte subita em ovinos no Marrocos.

Nos Estados Unidos, Smith et al (1962)
descreveram casos de enterite hemorragica
associado ao Clostridium sordellii, mas estes
agentes foram isolados apenas do intestino.

Na América do Sul, Clostridium sordellii foi
isolado de casos severos de morte sibita em
ovinos na Terra do Fogo, Monteverde e
Congliaro-de-Fernandez (1976) isolaram
organismos da maioria dos tecidos, incluindo,
figado, baco, intestino e sangue e nenhum outro
microrganismo nio-patogénico foi isolado.

Amado (1990), em Portugal, isolou Clostridium
spp em 43 dos 53 casos de ovinos com suspeita
de clostridiose, sendo que em quatro amostras o
agente isolado foi Clostridium sordellii.

Richard & Hunt (1982), descreveram perdas de
ovinos de idades variando de quatro a 10
semanas. As maiores alteracdes ocorreram no
figado. Clostridium sordellii foi isolado e
considerado responsavel por estas mortes na
Inglaterra. Lewis & Naylor (1998) isolaram
Clostridium sordellii de 37 ovinos mortos
subitamente. Os animais variavam na idade mas
as lesdes mais severas eram encontradas em
cordeiros de quatro a 10 semanas. Nos animais
mais velhos as leses eram mais brandas. Outros
30 animais apresentando sintomatologia
semelhante foram analisados e ndo foi isolado o
Clostridium sordellii. Isto evidenciou que esta
bactéria provavelmente seria responsavel por
morte subita em ovinos na Inglaterra.

Nos ultimos anos, houve wuma crescente
modificacdo nos sistemas de criagdo, que se
tornaram cada vez mais intensivos. A alta
concentragdo de animais implica em se ter uma
protegdo em massa frente a uma série de
enfermidades, que passaram a ser comuns com as
novas técnicas de manejo implantadas. A
tendéncia atual é a utilizacdo de vacinas com
multiplos antigenos contra varias enfermidades
em unica ocasifio. Esta pritica visa minimizar 0s
problemas de estresse e manejo, assim cOmo
evitar reacdes tipo anafilaticas & inoculagdo de
produtos toxicos, inflamacdes locais, traumas de
inoculacdo, reagbes aos adjuvantes, dor ¢ febre
entre outros (Horsch, 1984; Pinochet & Abalos,
1989; Pinochet et al., 1992).




No Brasil, sdo produzidos imundgenos em
grande escala, porém sem controle efetivo de
orgdos oficiais. Isto € demonstrado em trabalhos
realizados por pesquisadores, com vacinas
clostridiais. Lobato (1989), ao avaliar as vacinas
antibotulinicas  comercializadas no Brasil,
constatou que nenhum dos produtos testados foi
eficiente para estimular resposta imunoldgica
adequada nos animais vacinados. Azevedo ef al.
(1998) ao avaliarem a eficiéncia de toxdides
contra Clostridium perfringens tipo C e D
comercializados no pais, constataram que
nenhum dos produtos testados apresentaram
niveis minimos de anticorpos neutralizantes nos
animais imunizados. Lobato er al. (2000) ao
avaliarem seis toxéides de Clostridium
perfringens tipo C e D comercializados no
Brasil, constataram que apenas dois foram
capazes de induzir niveis de anticorpos
compativeis com os exigidos no teste de
poténcia.

As enfermidades causadas por microrganismos
do género Clostridium podem levar a perdas
consideraveis no rebanho, uma vez que o
tratamento, na grande maioria dos casos, €
impraticavel, sendo o progndstico desfavoravel.
Devido as caracteristicas ecoldgicas destes
agentes que, sdo ubiquitarios do trato digestivo
dos animais e do solo, resistindo na natureza na
forma de esporos, a erradicacdo destas
enfermidades € praticamente impossivel.
Entretanto, o controle € possivel pela
implementacdao de programas baseados em
medidas adequadas de manejo e principalmente
na utilizagdo de vacinas em todo o rebanho, ja
que 0s animais estdo em permanente contato com
0os agentes € com os fatores que poderdo
desencadear as enfermidades (Lobato e Assis,
2000).

Os componentes clostridiais presentes nas
vacinas polivalentes protegem contra uma alta
produgdo de toxinas por estes agentes em casos
de infec¢@o em ovinos. Isto contribui na redugo
de perdas por mortes em rebanhos ovinos
vacinados (West, 1993). Em testes de poténcia
de vacinas contra alguns clostridios, utiliza-se
substancias capazes de gerar lesdo tecidual
favorecendo, desta maneira, a colonizacdo pelo
agente. A utilizacdo de CaCl, como uma destas
substancias capazes de causar lesdes teciduais,
pode ser descrita em varios trabalhos com
variagdes nas concentragdes utilizadas. Apesar

de Mackeak er al (1972) terem utilizado, na
prova de desafio, CaCl; na concentracio final de
2,5%; a concentracdo de 5% utilizada por Neves
(1997) demonstrou que, nesta concentracdo, 0s
resultados obtidos eram mais uniformes.

A eficiéncia das vacinas clostndiais relaciona-se
a natureza dos antigenos que as compdem, sendo
estes toxoides e/ou bacterinas. Sdo de natureza
altamente antigénica, quando bem elaboradas
podendo oferecer boa protecdo aos animais. As
vacinas comercializadas no pais sdo combinadas
ou compostas por multiplos antigenos e s@o
usadas como estratégia frente a uma grande
variedade de agentes e ou produtos toxicos que
podem estar participando das enfermidades. Em
razdo da patogenia de cada agente envolvido nos
quadros de clostridioses, as vacinas devem
conter em sua composi¢do bacterina, toxdides ou
bacterinas/toxoides. (Lobato & Assis, 2000).

Aliado aos fatores relacionados a produgdo de
toxdides e Dbacterinas, um outro aspecto
importante € o controle de qualidade dos
imundégenos produzidos. Em diversos paises da
Unido Européia e nos Estados Unidos, a
producdo e controle de qualidade das vacinas sdo
regidos pelo ‘“codex” nacional de produgdo e
controle (Estados Unidos, 1996, Farmacopéia
Européia, 1998).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local da realizacdo do trabalho

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Anaerobios do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria
da Universidade Federal de Minas Gerais € no
Laboratério Regional de Apoio Animal do
Ministério da  Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, em Pedro Leopoldo
(LARA/PL/MAA) no Estado de Minas Gerais.

3.2 Animais

Foram utilizadas cobaias albinas da linhagem
“English short ear”, ambos o0s sexos, com peso
entre 300 e 500g ( Macheak, 1976, apud Neves,
1997), oriundos do Biotério do Laboratério
Regional de Apoio Animal do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento, em Porto
Alegre — Rio Grande do Sul (LARA/POA).
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3.3 Vacinas

Foram adquiridas ao acaso, no comércio, 12
vacinas com multiplos antigenos clostridiais de
11 diferentes laboratdrios, que continham em sua
composi¢do Clostridium sordellii, observando-se
o periodo de validade e conservadas conforme
especificacdes do fabricante.

Como controle foi empregada uma bacterina
monovalente padrao contra Clostridium sordellii,
adquirida junto ao U. S. Departament of
Agriculture Animal Plant Health Inspection
Service, IRP 308.

Os laboratorios e vacinas foram codificados
conforme Quadro I.

3.4 Meios de cultura

Foram utilizados os seguintes meios de cultura:
Cooked Meat Medium (CMM), Reinforced
Clostridial Medium (RCM), Agar sangue com
8% de sangue desfibrinado de cameiro (AS),
Meio de Kolbe, Tripitic Soy Broth (TSB), caldo -
cérebro - coragdo BHI (Brain Heart Infusion).

Quadro I: Codificac@o das vacinas contra clostridiose e seus respectivos laboratorios, comercializadas no

Brasil e avaliadas quanto a eficiéncia, em 2000.

Laboratérios Vacinas Composicdo ]
Ll Tl C. chauvoei, C. novyi, C. septicum, C. sordellii, C. perfri C. haemoiyticum l
I-'Z TZ C. chauvoei, C. novvi, C. septicum, C. sordellii, C. perfringens tipo B,.C ¢ D, C. haemoliyticum
I.3 T3 C. chauvoei, C. novyi, C. septicum, C. sordellii, C. perfringens tipo C ¢ D, C. botulinum C ¢ D

T4 C. chauvoet, C. novy, C. septicum, C. sordellii, C. perfringens tipo C ¢ D
Ly TS C. chauvoei, C. novyi, C. septicum, C. sordeilii, C. perfringens tipo B e D
LS Té C. chauvoei, C. novyi, C. septicum, C. sordellii, C. perfringens tipo C ¢ D
Ls T, C. chauvoei, C. novvi, C. septicum, C. sordellii, C. perfringens tipo C ¢ D
LT TB C. chauveei, C. nowyi tipo B, C. septicum, C. sordellii, C. perfringens
LS Tg C. chauvoei, C. novyi, C. septicum, C. sordeilii, C. perfringens tipoCe D
L‘J TICI C. chauvoei, C. novyi, C. septicum, C. sordeliii, C. perfringens tipo C ¢ D
LIO Tl 1 C. chauvoei, C. nowvi, C. septicum, C. sordellii, C. perfringens TipoB,Ce¢ D
Ll 1 Tl}.' C. ch C. novyi, C. septicum, C. sordellii, C. perfringens tipo BC ¢ D
LlZ TI] C. sordeilii
(Bacterina padrdo)

3.5 Amostra Padrio de Clostridium sordellii
para producdo de suspensio de esporos

Para desafio, foi utilizada uma amostra de
Clostridium sordellii (ATCC-9714) adquirida
junto ao American Type Culture Colletion
(ATCC) dos estados Unidos da América.

3.5.1 Cultivo da amostra padrio

A amostra de Clostridium sordellii liofilizada foi
reconstituida pela adicdo de um mL de meio
CMM, conforme recomendacdo da ATCC e
semeada em dois tubos contendo 15 mL de meio
TSB e incubados a 37°C, em ambiente de

anaerobiose por 18 horas (Stemme & Batty, 1978).
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3.5.2 Manutenc¢io da amostra padrio

As culturas obtidas em TSB foram semeadas em
quatro tubos contendo 15 mL de meio RCM e
incubadas a 37°C, em anaerobiose por 48 horas.
Apdés incubagdo, os tubos onde houve
crescimento bacteriano foram centrifugados a
8000x g, sob refrigeracdo (4°C), por 20 minutos,
o sobrenadante foi descartado, seguindo-se trés
lavagens com solucdo salina tamponada estéril,
pH 7,0. O sobrenadante foi descartado € o
sedimento final, de cada tubo, foi ressuspendido
na propor¢do de 1:2 em leite em po a 10% e
liofilizado segundo Rudge (1983).




3.5.3 Método de Producio de esporos

Para a producdo de esporos foi utilizada a técnica
descrita por Kolbe et al. (1981), com
modificagdes.

3.5.3.1 Preparacio do meio de Kolbe

Para a preparacdo do meio de Kolbe, 100g de
figado bovino foram cortados em cubos de
aproximadamente 2,0 x 2,0 x 2,0 cm e colocados
em 200 mL de agua destilada. A seguir, foi
adicionado 0,2g de papaina dissolvida em 5,0
mL de aguz -estilada e o pH final de 7,2 foi
obtido pela adi¢do de hidroxido de sodio IN.

A mistura figado/papaina foi aquecida e mantida
em Banho-Mana a 64°C, por 120 minutos e, apos
este periodo, centrifugada a 2500 x g por 10
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante
foi clarificado, por passagem em papel filtro, e
ajustado para pH 7,3, com soluc@o de hidroxido
de sddio 1N. Para cada 100 mL do filtrado final,
adicionou-se: tripticase, 4,0g; agar
bacterioldgico, 2,0g; extrato de levedura, 1,0g. O
meio foi distribuido em frascos tipo erlenmeyer
de 500 ml, contendo cada um 100 mL de meio, e
tampados com capuchdo de algodao hidréfobo,
envoltos em gaze e papel aluminio, estendendo-
se até 8,0 cm abaixo do gargalo do frasco e
autoclavados a 121°C, por 25 minutos.

3.5.3.2 Cultivo da suspensdo bacteriana

Apo6s abertura da autoclave, os frascos contendo
o meio de cultura foram imediatamente
colocados em jarras de anaerobiose, preenchidas
com mistura gasosa (CO; - 9,8%; H; - 10,4%; N,
- 79,8%) e mantidas nesta atmosfera durante as
18 horas que antecederam a semeadura. Apos
este periodo, cada frasco foi inoculado com 2,0
ml de uma cultura de 18 horas de Clostridium
sordellii, incubadas a 37°C, em meio TSB.

A cultura foi distribuida sobre o agar,
movimentando-se os frascos de maneira a haver
uma distribui¢@o uniforme sobre sua superficie, e
incubada em atmosfera de anaerobiose a 37°C,
por 48 horas e, apos este periodo, a 27°C, por
mais 96 horas.
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3.5.3.3 Coleta da suspensdo bacteriana

Apos este periodo de incubagdo, adicionou-se a
cada frasco pérolas de vidro com 3 mm de
diametro e uma solugdo de 25 mL de tampdo
fosfato (0,05M - KH,PO, - Na H, PO,), pH 7,0,
estéril.

A suspensdo bacteriana foi removida da
superficie do meio solido agitando-se os frascos
com movimentos circulares. Foi coletado um
total de 50 mL e transferido para um erlenmeyer
de 250 mL de capacidade, previamente
esterilizado, contendo 50 mL de glicerina e uma
barra magnética para homogeneizagdo completa,
mantido a temperatura ambiente, durante 14 dias.
A presenca de esporos foi verificada através de
coloragdo especifica de esporos (Kolbe, 1981).

3.6 Provas de Pureza

A suspensdio de esporos glicerinada, foi
inoculada em placas de agar sangue - 8% sangue
desfibrinado de carmeiro- em tubos contendo
meio TSB e em caldo BHI e incubados em
aerobiose e anaerobiose a 37°C por 72 horas
(Smith, 1975).

3.7 Provas de Poténcia
3.7.1 Titulacdo da suspensdo de esporos

A titulagdo da suspensd@o de esporos glicerinada
foi realizada utilizando-se. diluicdes decimais em
solugdo salina tamponada a 1%, pH 7,0. A dose
letal a 50% - DLs; (menor quantidade de esporos
capaz de matar 50% dos aniinais inoculados, em
até 72 horas apos a inoculagdo) e foi calculada
pelo método de Reed & Muench (Reed &
Muench, 1938).

Para cada diluigdo foram inoculados cinco
cobaias, pesando entre 350 — 500 g, com 0,5 mL
de suspensao contendo 0,25 mL de cada dilui¢do
¢ 0,25 mL de CaCl; a 5%, por via intramuscular.
Os animais foram observados por 72 horas. Cada
titulagdo foi repetida trés vezes e os resultados
dos trés testes foram acumulados para efeito de
calculo de DLs;. Foi aplicado o calculo do
coeficiente de variacdo para determinar se as
amostras de suspensdo de esporos glicerinadas
analisadas formavam uma  populacdo
homogénea. Os valores para a média foram
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calculados com intervalo de confianga p<0,05
(Sampaio, 1998)

3.8 Manutencio da suspensio de esporos

Depois de confirmados os resultados dos testes
de pureza e poténcia, a suspensao de esporos em
aliquotas de 1 mL, foi acondicionada em tubos
ependor/ e mantidas a -70°C. As suspensdes
foram retestadas apos 12 meses para avaliacio de
poténcia.

3.9 Controle da eficicia da vacina contra
Clostridium sordellii

A metodologia utilizada para avaliacdo da
eficacia das vacinas testadas e as normas de
interpretagdio da prova obedeceram ao
preconizado pela Portaria n® 49 de Maio de 1997
( Brasil, 1997).

As provas de inocuidade e esterilidade foram
consideradas como existentes e todas as vacinas
todas possuem em sua composi¢do Clostridium

chauvoei,  controladas oficialmente pelo
Ministério da  Agricultura, Pecudria e
Abastecimento.

3.9.1 Delineamento da prova

A prova foi realizada em uma tnica etapa. Foram
testados 12 diferentes lotes de vacinas
comerciais, utilizando-se dois frascos de cada e
uma bacterina padrao (Quadro 1).

3.9.2 Esquema de vacinacio e desafio

Para cada vacina, foram utilizadas oito cobaias
vacinadas, por via subcutanea, com 1/5 da dose
bovina. Apds 21 dias, foram revacinadas com a
mesma dose. Aos 14 dias apds a ultima dose,
todos os animais vacinados e um grupo de cinco
animais testemunhas receberam, por via
intramuscular, 0,5 mL de wuma suspensao
contendo 100 DLs, da suspensdao de esporos e
0,25 mL de solucdo de CaCl, a 5%. As cobaias
inoculadas foram observadas durante 72 horas,
registrando-se as mortes ocorridas no periodo.

3.9.3 Normas de Interpretacio da prova
Para a interpretagdo da prova de eficiéncia foi

seguida a seguinte norma, segundo a Portaria n°
49 ( Brasil, 1997), que estabelece:
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e A prova serd considerada valida se, no
minimo, quatro das cinco testemunhas
inoculadas ndo sobreviverem;

e A vacina sera considerada eficaz se houver a
sobrevivéncia de, no minimo, sete dos oito
animais vacinados;

e A wvacina sera retestada se houver a
sobrevivéncia de, no minimo, seis dos oito
animais vacinados e considerada eficaz, se o
cumulativo total dos mortos da primeira e da
segunda prova ndo ultrapassar quatro
animais.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A amostra de Clostridium sordellii utilizada para
producdo de esporos mostrou um bom
crescimento quando inoculada no meio CMM e
TSB.

A producdo da suspensdo de esporos no meio
descrito por Kolbe et al. (1981) apresentou
resultados satisfatérios confirmados por meio da
técnica de coloragdo de esporos, onde se
evidenciou a presenga macica de esporos
subterminais caracteristicos deste agente. O
grande crescimento na superficie do meio de
Kolbe (Kolbe et al., 1981) deve-se ao fato do
mesmo ter sido preparado em frascos tipo
erlenmeyer de gargalo com didmetro estreito,
que apoés o ciclo de esterilizagdo com
descompressao rapida, foi imediatamente
acondicionado em jarras de anaerobiose com
mistura gasosa até o momento da inoculag3o.

Estes procedimentos restringem
consideravelmente o contato do meio com o ar,
evitando-se sua oxidagdo, fato também
observado por Neves (1997), na producado de
esporos de Clostridium haemolyticum.

A presenca de figado na composi¢do do meio de
Kolbe aumenta o potencial de oxireducdo. O
meio de Kolbe foi escolhido por ndo ser
aconselhavel a utilizagdo do agar-sangue, que €
produzido a partir do agar simples autoclavado
em baldes volumétricos. Depois de estabilizacdo
a 56°C adicionou-se sangue e distribuiu em
placas de Petri, que sdo incubadas em estufa a
56°C, durante 20 minutos, para remoc¢do da
umidade. Testes posteriores de esterilidade sdo
realizados mantendo estas placas ou parte delas




em estufa em aerobiose para avaliar a presenga
ou auséncia de possiveis contaminantes,

Somente entdo, as placas serdo semeadas e
incubadas em anaerobiose. Este processo diminui
o potencial de oxireducdo do meio. Ja os meios
liquidos em tubos, permitem crescimento
consideravel de anaerdbios, pois o contato do
agente com o ar € minimo, em razdo da coluna
liquida.

Em uma segunda etapa, apds a obtencdo da
suspensdo bacteriana em meio solido, o induto
produzido estava fortemente aderido a este,
tornando-se impossivel a coleta mesmo sob forte
agitacdo. A utilizacdo de pérolas de vidro
mostrou-se eficiente para remo¢@o da suspensio
bacteriana da superficie do agar, ndo interferindo
na titulagdo final da suspensdo de esporos.
Técnica semelhante foi utilizada na producdo de
amostras bacterianas de Bacillus anthracis € na
producdo de amostras bacterianas de Clostridium
haemolyticum (Neves, 1997).

A suspensdo de esporos quando inoculada em
BHI e &gar-sangue a 8% e incubadas em
ambiente de aerobiose , ndo apresentou nenhum
crescimento bacteriano. Em anaerobiose, ndo
houve crescimento no agar sangue, apenas em
BHI, em razdo da coluna liquida que favoreceu o

desenvolvimento do agente.

A suspensdo de esporos foi titulada a partir da
inoculacdo em cobaias e os resultados sdo
apresentados na Tabela 1.

A meédia do titulo da suspensédo de esporos para
primeira titulagio foi 1,14 x 10° DLsy/mL,
apresentando um desvio padrdo de 0,075 e com
uin coeficiente de variacdo da amostra de 1,4%.
A diluigdo da amostra desafio em que estavam
contidas as 100DLs, em 0,25 mL foi de 1:285. A
suspensdo de esporos glicerinada mantida a —
70°C mostrou-se estavel por um periodo de 12
meses, apresentando titulos 1,13 x10°, similares
aos obtidos anteriormente. A dilui¢io para a
amostra desafio em que estavam contidas as
100DLs; em 0,25 mL foi, para a segunda
titulacdo de 1: 284, conforme Tabela 2.

Tabela 1 - Titulo em DLs, das trés repeticdes da
suspensdo de esporos de Clostridium sordellii,
antes e apos armazenamento por 12 meses a
-70°C, em cobaias inoculadas por wvia
intramuscular (IM).

o DLso/Ml
Repeticdes — —

1 Titulagdo 2 Titulagdo
1® 1,25 x 10° 1,23 x 10°
2° 9,33 x 10* 1,19 x 10°
3 1,25 x 10° 9,82 x 10*

Tabela 2 — Comparativo de resultados obtidos
nas titulagdes da suspensdo de esporos realizadas
no intervalo de 12 meses.

Repetigies I°. Titulagdo  2°. Titulacdo
Média 1,14 x 10° 1,13 x 10°
dlse/ml, dlse/ml,
Desvio padrdo 0,075 0,075
Dilui¢do 1:285 1:284
amostra desafio
Coeficiente de 1,4% 1,4%
variacio

Os resultados do teste de poténcia das vacinas
avaliadas sdo apresentados na Tabela 3.

Das 13 vacinas testadas, apenas a bacterina
padrdo e trés vacinas comerciais atenderam aos
requisitos minimos. Duas vacinas, as quais foram
codificadas como “Ts“ e “Tg” apresentaram
resultados iguais & vacina padrdo, protegendo
todos os animais desafiados. A vacina codificada
“Ty,” ndo atendeu aos requisitos para ser
considerada eficiente, no primeiro teste.
Entretanto, no reteste, o acumulado de animais
néo foi superior a quatro ¢bitos, sendo portanto
considerada eficiente, segundo a Portaria n°® 49
(Brasil, 1997).
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Tabela 3- Resultado do teste de poténcia das
vacinas comerciais contendo em sua composi¢io
Clostridium sordellii, em 2000.

VACINA TESTE* REPETICAO
T, 078
T, 0/8
T, 0/8
T4 0/8
Ts 0/8
Ts 8/8
T, 0/8
Ts 8/8
T 0/8
Tho 6/8 6/8
T 0/8
T, 0/8
T 3/8
TESTEMUNHA 0/5

*cobaias protegidas/cobaias inoculadas

O teste de poténcia empregado neste
experimento, para a avaliacio de bacterinas
contra Clostridium  sordellii, a partir da
vacinagdo de cobaias e desafio com 100DLs, de
uma suspensao de esporos padronizado, mostrou-
se pratico e de facil execucdo. O uso de um
grande niunero de animais, entretanto, torna este
tipo de teste caro, além de gerar questdes
bioéticas.

Na prova desafio foi utilizada a concentragdo
final de 5% de CaCl,, uma vez que Neves (1997)
demonstrou que, nesta concentracdo, o0s
resultados obtidos eram mais uniformes. Em
trabalho semelhante, Mackeak et al. (1972)
utilizaram concentracdo final de CaCl; a 2,5%.
Nao foi observado neste trabalho, diferenca
significativa nos resultados, quando a
concentracdo utilizada foi de 5%.
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Existe uma tendéncia mundial em substituir os
testes “in vivo” por testes “in vitro”, com
resultados obtidos em apenas algumas horas, ao
contrario de dias necessarios em testes com
animais de laboratorio, além de requererem um
tnico operador e poderem ser automatizados.
Testes alternativos serdo de grande beneficio e
resultardo em substancial reducdo do nimero de
animais utilizados na avaliagao da eficiéncia das
vacinas ou, até mesmo, a abolicdo do uso dos
mesmos.

O uso de vacinas clostridiais com multiplos
antigenos € uma pratica adotada em todo o
mundo, entretanto a prevaléncia de um ou outro
agente e a sua manifestagdo clinica varia de pais
para pais e de regido para regido.

A ocorréncia de enfermidades causadas por
Clostridium sordellii tem sido relatada em alguns
paises, acometendo principalmenic oVinos com
quadros de morte subita.

O primeiro relato com isolamento de Clostridium
sordellii foi feito na Inglaterra em 1955 por
Brookes et al. (1956), e posteriormente Richards
& Hunt (1982), descreveram casos de morte
stbita em cordeiros de quatro a dez semanas com
o0 isolamento do agente. El Idrissi et al.(1992)
descrevem casos de ovinos infectados por
Clostridium sordellii como causador da morte
stbita ocorrida na Europa e 14 isolamentos deste
agente em ovinos no Marrocos. Popoff (1984)
relata isolamento de Clostridium sordellii em 12
dos 19 animais examinados no sul da Franca.

Na Australia, Beveridge (1983) descreveu casos
de gangrena gasosa ocorridos em ovinos com
isolamento de Clostridium sordellii, e Lewis &
Naylor (1998), relatam 37 casos de morte subita
também em ovinos, com idade variando entre 4 a
10 semanas. Observaram a presenca de lesdes
Inais severas NOs animais mais jovens € no
animais mais velhos as lesdes encontradas eram
mais brandas.

Na América do Sul relata-se casos severos com
conseqiiente morte subita em ovinos na Terra do
Fogo com o isolamento do Clostridium sordellii
principalmente de figado, bago e intestino dos
animais  acometidos pela  enfermidade.
(Monteverde & Congliaro-de-Fernandez, 1976).




No Brasil, ndo existe um diagnostico real da
prevaléncia deste agente no nosso meio, em
razio do pequeno numero de laboratorios
capacitados para realizarem o diagnostico desta
enfermidade. A mesma constatagdo também ¢é
valida para outras infec¢des clostridiais, onde
pouco ou nenhum esforgo tem sido investido no
desenvolvimento de métodos de diagnostico in
vitro.

Investimentos nesta area sdo imprescindiveis
para a coleta de dados epidemiolégicos que
servirdo de base para a producio de immundgenos
que visem o hem estar do homem e dos animais.
No caso do Clostridium sordellii ndo existem
trabalhos no pais, com a finalidade de definir a
prevaléncia deste agente no nosso meio, embora
as formas de controle, principalmente através de
uso de vacinas, sejam preconizadas por muitos
laboratornios.

Atualmente 11 laboratérios produzem vacinas
clostridiais com multiplos antigenos, contendo
em sua composicdo Clostridium sordellii,
podendo inferir que a incorporagdo deste agente
nas vacinas clostridiais foi implementada pelas
industrias nacionais, em razdo da disputa de
mercado com as vacinas importadas que contém
este agente em sua composicio.

Devido as modificacdes no modelo econdmico
adotado no pais, com conseqiiente abertura de
mercado, incluindo a indastria farmacéutica,
houve um aumento significativo na produgio de
imunobioldgicos, entretanto, sem um controle
sistematico por parte das autoridades sanitarias.

Apenas Clostridium chauvoei € controlada
oficialmente além de toxdide botulinico que é
controlado sistematicamente pelo Ministério da
Agricultura e Abastecimento pelo Laboratorio
Regional de Apoio Animal do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento em Pedro
Leopoldo (LARA/PL). Apesar de existir uma
portaria para o controle oficial de todos os
antigenos das vacinas clostridiais (Brasil,
1994/1997), fica assim, o controle de qualidade
dos produtos imunobioldgicos, a cargo das
industrias produtoras.

Em outros paises, como nos Estados Unidos da
América (EUA), Canadé e Reino Unido, todos os
constituintes das vacinas clostridiais sdo
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avaliados quanto a sua eficiéncia por orgdos
oficiais.

Os resultados encontrados neste experimento,
onde apenas trés das 12 vacinas comercializadas
no pais mostraram-se eficientes, demonstram a
baixa imunogenicidade destes imunobioldogicos.
Trabalhos realizados por outros pesquisadores,
com vacinas clostridiais também encontraram
resultados similares. Lobato (1989), ao avaliar as
vacinas antibotulinicas comercializadas no
Brasil, constatou que nenhum dos produtos
testados foi eficiente para estimular resposta
imunolégica adequada nos animais vacinados.
Azevedo et al. (1998) ao avaliarem a eficiéncia
de toxoides contra Clostridium perfringens tipo
C e D comercializados no pais, constataram que
nenhum dos produtos testados apresentaram
niveis minimos de anticorpos neutralizantes nos
animais imunizados. Lobato et al. (2000) ao
avaliarem seis toxoides de Clostridium
perfringens tipos C e D comercializados no
Brasil, verificaram que apenas dois foram
capazes de induzir niveis de anticorpos
compativeis com os exigidos no teste de
poténcia.

Niao se tem feito um trabalho sistematico para
reforgar a necessidade de se conhecer a real
situagdo de doenca/infecgdo para a utilizacdo de
vacinas. Ao invés de aumentarem o nimero de
componentes  presentes nestes  produtos,
deveriam melhorar a qualidade dos antigenos que
realmente sdo hoje importantes no pais.

Estes resultados sugerem a implementacdo de um
controle efetivo dos componentes antigénicos
presentes nas vacinas clostridiais por parte das
autoridades responsaveis pelos imunobiologicos
presentes no mercado, pois muitos destes
produtos chegam as maos de seus consumidores
sem nenhuma eficacia.

5. CONCLUSAO

As vacinas contra clostridios que contém em sua
composi¢do Clostridium sordellii,
comercializadas no Brasil mostraram-se, em sua
maioria, ineficientes em estimular resposta
imunolégica suficiente para protecdo dos
animais.
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