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A brucelose &, certamente, uma das mais importantes zoono-
ses, sendo considerada significativo problema de saude publica. Es-
sa doenga € a causa de perdas consideraveis nos rebanhos e, ao mes-
mo tempo, responsavel por numerosos casos de doenga no homem/  Se-
gundo a FAO/OMS (1958) estima-se que o numero de casos da doenga no
homem chega a 30.000 na Italia e de um a cinco novos casos por ano,
para cada 1.000 habitantes de certas regices da America Latina.

Além de significativo problema de saide publica, a bruce-
lose, ocorrendo de forma endémica ou epideémica, acarreta elevados
prejuizos 3 pecuaria das areas atingidas. No Brasil, a informagdo
disponivel da brucelose bovina (BRASIL, 1975) indica uma prevalén-
cia média de 5,69% de casos positivos e 4,92% de suspeitos, no pe-
riodo de 1966 a 1974. Em 3.007.34t bovinos testados.

Tomando por base os indicadores acima referidos, quanto as
perdas em carne ¢ leite, dos bovinos brucelicos, foram estimados os
seguintes prejuizos no ano de 1970: com relagaoc a producdo de car-
ne - 120.396 toneladas, no valor global de Cr$237.181.794,00, equi~
valente ao dobro do total exportado pelo Brasil no pericdo; e lei-
te - 65.758 toneladas, no valor global de Cr$32.879.273,00 o que
corresponde o suficiente para o consumo de 854.000 habitantes duran
te um ano, ao nivel de 211 gramas per capita ao dia.

A profilaxia da brucelose bovina constitui um proilema cons




tante. Segundo a recomendacao do COMITE MIXTE FAO/OMS D'EXPERTS DE
LA BRUCELOSE (1964) o controle da brucelose em dreas endemicas deve
se basear na vacinagao sistematica da fémea, na idade de seis a oi-
to meses.

Introduzida por BANG (1906) a imunizacao contra brucelose
tem sido largamente utilizada durante varios anos. HUDDLESON (1922
sugeriu a utilizacao de amostras nao virulentas ou de virulencia a-
tenuada inaugurando, assim, uma série de estudos que colocaram  em
pratica diferentes vacinas, de viruléncia mais ou menos atenuada.
BUCK (1930) mostrou a possibilidade de se vacinar bezerras de seis
meses de idade, com uma amostra de Brucella abortus, pouco virulen-
ta, denaninada amostra Bl19. Esse trabalho inicial abriuuma linha de
pesquisa, onde COTTON (1932) e COTTON & cols. (1933) estudaram opo-
der imunogenico de amostras de viruléncias diversas, em cobaios e
bovinos e demonstraram que a etiquetada por BUCK (1930) — amostra
Bl19 -, mostrou ser de melhor qualidade imunogenica e bastante apa-
togeénica para os anirais e para o homem, servindo, assim, como ba-
se para a imunizacdo dos animais. Na atualidade, essa amostra € u-
sada em varios paises, em forma de vacina atenuada ou inativada.

#Segundo regulamentacdo do Ministério da Agricultura (BPRA-
SIL, 1958} vam sendo usadas somen‘e vacinas produzicas com amostra
B19 atenuada, para o rebanho bovino.,

Segundo a FAO/OMS (1958) as vacinas elaboradas com & amos-
tra Bl9 devem atender as seguintes caracteristicas: a) nao consti-
tuir perigo para o homem e animais; b) ser relativamente avirulen-
ta; ©) neo se alterar epos passagens sucessivas em animais vacina-
dos; d) nao ocasionar interferéncia com os métodos de diagnosticos
(quando asplicada na faixa etaria de scis a oito meses); e) ser de
facil eldboragio, conservagac e aplicagao; ¢ f) ter, no minimo, 60

qQ .- . ~ . . . el
x 10¥ germes viaveis nao dissociados por dose no momentoda vecragao.
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Em decorréncia da falta de informagdes precisas dos labo-
retorios nacionais sobre as vacines eleboradas com a amostra B19,
para as quais nao existe controle de qualidade, propde-se neste tra
balho estudar a pureza, viabilidade, concentracio, inocuidade ¢ imu-
nidade dessas vecinas. O conhecimento dessas caracteristicas ¢ ne-
cessério para @ avaliacdo das qualidades immnopénicas e antigfnicas
da vacina B19, produzidas no Brasil.
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2. Literatura




COTTON & cols. (1933) concluiram que a vacinagao de bovi-
nos com mais de cinco a seis meses de gestacao,com amostra B19, po-
de provocar aborto, indicando, nestes casos, ¢ uso de vacinas ina-
tivadas nao aglutinogénicas.

MUNGER & HUDDLESON (1938) apontam ummétodo com grande sen-
sibilidade, no reconhecimento de variantes das brucelas, consistin-
do de provas opsonocitofagicas, utilizande sangue de animais nzo in-
fectados. Os leucocitos poliformonucleares do sangue normal ndo tem
a capacidade fagocitaria para as brucelas; entretanto, quandc as
brucelas sofrem modificagoes em suas estruturas antigenicas, perdem
suas resisténcias a agdo leucocitdria, apresentandc quadros mais ou
menos intensos de fagocitose.

MINGLE & cols. (1S41) nos Estados Unidos e TAYLOR & MC DI-
ARMID (1949) na Inglaterra, fizeram seis passagens via endovenosa em
bovino, com amostra Bl9, nao verificando nentuma modificagao, con-
cluindo ser esta amostra de remarcavel inocuidade e estabilidade.

MC LEAD (19u4), LEVINE & WILSON (1349),MORGAN (1961) ,KRAFT
(1965) , JONES & colg. (1965), WILLIAMS & cols. (1965) e ALTON & JO-
NES (1969) afirmam que a amostra Bl9 apresenta todas as caracteris-
ticas do bictipo 1 de Brucella abortus mas difere, em certos deta-
lhes, das outras amostras desse mesmo bictipo. Em raras ocasices,

tem—se obtido cultivos parecidos aos da amostra B19, a partir de a-




nimais vacinados. A amostra Bl9 nac exige uma atmosfera enfiquecida
de COp para seu crescimento e € mais sensivel ao azul de tionina do
que a maioria das outras amostras. A amostra Bl9 € mais sensivel a
penicilina do que & maioria das outras amostras de brucelas;bastan-
do & unidades de pernicilina por ml, no meio de cultura, para inibir
seu crescimento. A adicao de eritrol ao meio de cultive estimula o
crescimento de quase todas as amostras de Brucella, ac contrario da
amostra Bl9, que apresenta uma sensibilidade peculiar a esse produ-
to.

BRAUN & BONESTELL (1967) verificaram que o envelhecimento
dos cultivos, com acumulo de residucs metabolicos, representaum pa-
pel importante na dissociacao das brucelas. Com urma aplicacao ime-
diata desses conhecimentos, procura-se evitar as causas mais fre-
quentes de dissociagao para manter em sua forma "S' nos ,(‘:ul‘civos,
particularmente aqueles destinados & preparacdo de vacinas e anti-
£enos . _

MANTHET & cols. (1951), GORDON (1953) e MC DIARMID (1962a)
afirmam que o grau de imunidade se mantém de uma maneira satisfato-
ria até a quinta gestag@o. Existem casos em que a imunidade se man-
tém até mesro dez anos apos a vacinacZo, & idade ideal de seis aoi-
to meses. Entretanto, para que esse fenomeno ocorra, € importante a
qualidade da vacina, especialmente & sue viabilidade e estabilidade
para que se possa obter tais resultados cspcrados.

JENDRUSCH (1958) afirma que a liofilizac@o bem conduzida e
um método de conservacdo da vacina B19, ndo alterando suas caracte-
risticas morfcldgica ¢ fisioldgica, nem as propricdades imunologi-
cas do antigeno.

MANTHEI (19592) demonstrou que a vacinacao tem provado ser
mais satisfatoria, quando a amostrae Bl9 satisfaz aos padrces de via

bilidade. Afirma também que a qualidade antigénicada cultura empre-
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gada e o numerc de germes viaveis sac doie fatores que influenciem
na gualidade da vacina - amostra B19 - e devem ser cobservados rnomo-
mento da vacinacao.

MC DIARMID (1962) cita o irteresse considerdvel do uso de
vacinas preparadas por suspensao de Brucella abortus,amostra 45/20,
inativada, nao aglutinogenica, em adjuvante. A aplicacac recomenda-
da - duas injecoes desta vacina, seis a 12 semanas de intervalo - &
considerada necessaria para ¢ desenvolvimento de uma imunidade sa-
tisfatdria contra a brucelose bovina. Embora terha sido demonstrada
uma imunidade satisfatoria em bovinos, num prazo relativamente cur-
to apos a vacinacao, pouco se sabe com relacao a duracao dessa imu-
nidade.

CORET & PILET (1963) afirmam que a vacina - amostra E19 -
liquida devera ser utilizade dentro de dois a trés meses apos a da-
ta de fabricacgao, quando conservada a 49C, sendo aconselhada a sua
utilizacdo dentro da primeira quinzena da elaboragao, ao passo que
na vacina liofilizada, os germes podem permanecer vivos durante 12
meses ou mais, se¢ empregada wma boa técnica de liofilizagao, segui-
da de conservacao eficiente.

LOVE (1966) cstocande vacinas anti-brucela em refrigerador
(4°0) , terperatura ambiente (25°C) e na estufa (37, 5°C), verificou
que a visbilidade das vacinas, ao final de cada periodo, € inversa-
mente propercional 2 terperatura de cstocagem, sendc que a tempera-
tura ideal foi fixada em 49C. Quando estocada a 49C, a viabilidade
das vacinas era satisfatoria dentro do periodo de validade. Ainde
LOVE (1956) reporta que o maximo de viabilidade pode ser obtido,mais
efetivamente, quando a vacinz de amostra B19 liquida € ajustada e
tamponada entre pH de 5,9 a 6,8 (com preferencia pH 6,3).

ALTON & JONES (1969) afirmem que o cmprego davacina em fe-

meas deve-se fazer entre os quatro a oito meses de idade, injetan-




do-se, por via subcuténea, uma sO dose de uma vacina aprovada nos
testes de eficiencia; a dose recomendada € de 5 ml, com um conteldo
de 60 x 107 de germes vidveis no morento da vacinacio. Nio se reco-
menda vecinar touros e bezerros; também ndo se aconselha a vacina-
Gao de vacas adultas, salvo se a prevaléneia da brucelose for muito
elevada e nao sende possivel aplicar cutros métodos de controle.To-
dos os animais vacinades devem ser identificados,commerca especial,
segundo regulamento de cada pais.

ALTON & JONES (1969) recomendam uma dose minima de 60 bi-
lhces de germes vivos (ndo dissociados por dose) no momento da va-
cinagao, inoculados pela via subcutdnea, para conferir uma imuniza-

gao satisfatdria, com uma duracdo de protecdo maxima.
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As informacoes da Divisdo de Defesa Sanitaria Animal do Mi-
nisterio da Agricultura scbre as vacinas de brucelose registradas e
produzidas no pais indicaram quatro laboratdrios particulares e dois
oficiais. Postericrmente, consultando estas fontes produtoras, ve-
rificou-se que somente os laboratdrios particulares estavam em ati-
vidade de produgdo nesta época; os laboratdrios oficiais yquando pro-
duziam, eram partidas esporddicas. A producdo dessas vacinas pelos
laboratorios particulares deveriam seguir téenica recomendada pela
ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD (1969) (OLIVEIRA, 1973).De a-
cordo com as informagdes acima, solicitou-se as fontes produtoras o
envio de amostras de vacinas. Nessa &poca, esses quatro labaratdrios
da indUstria privada eram responsaveis, praticamente, por 98% das
vacinas B19, distribuidas no mercado nacional.

1. Vacinas (Fabricacio: 1373)

a) Vacina liofilizada contra brucelose bovina (aborto infeccioso
das vaéas - amostra Bl9). Laboratorio Pfizer Quimica Ltda,li-
cendiado pelo D.D.S.A. (M.A.), sob o n® 2.063/65.

b) Vacina liofilizada, preventiva do aborto contagioso das vacas
ou brucelose (Anabortina bovina B19). Laboratorio Rhodia-Me-
rieux S.A., licenciado pelo D.D.S.A. (M.A.) sob o n® 904, de
4/8/1953.
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¢) Vacina 1iquida contra brucelose Vallde (Brucelina Bl9 Vallée)
Instituto Vallée S.A.

d) Vacina 1iquida contra brucelose. Laboratoric Hertape S.A.,li-
cenciado pelo D.D.S.A. (M.A.) sob o n? 2.108.

Para uma melhor uniformizacao dos resultados, analiscu-se
quatro amostras distintas de cada vacina, de acordo com o seguinte
esquema: amostra 1. fornecida pelas fontes produtcras e as outras
trés obtidas no mercado distribuidor (drogarias e farmacias veteri-
narias). As vacinas obtidas rno mercado distribuidor foram selecio-
nadas com periodo de validade inicial, médio e final, agrupadas e
designadas como amostras 2, 3 e 4 respectivamente.

?. Amostra desafio

Para desafio dos animais vacinados utilizou=-se a amostra de
Brucella abortus 544, gentilmente cedida pelo LaboratorioCentral de
Veterinaria - Weybridge, Inglaterra, na dose aproximada de 10.000
bacterias, no volume de 0,2 ml, de acordo com as técnicas preconi-
zadas por PILET & GARREC (1967) e PILET & BONNEAU (1370).

As provas constantes desse trabalho baseiam-se nas recomen—
dagoes tecnicas da ORGANIZACION PANAMERICANA TE LA SALUD (1969) e
outros métcdos de avaliacio citados por varios autores, na analise
da eficiencia antigenica e imunogenica das vacinas (ELEERC, 1960;
ELEERG & cols., 1960; BRAUN & cols., 1962; DELARENAY, 1962; STINE-
RING, 1963; TAUVE, 196L4; ELPERG & cols., 1964 e FAUVE & cols.,1964;
PILET & GARREC, 1967).

Teste de pureza

Para verificagao da pureza da amostra de vacina,trabalhou-
se segundo a técnica recomendada pela ORGANIZACION PANAMERICANA DE
LA SALUD (1969) dentro dc seguinte esquema:
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Semeadura de cada amostra de vacina, em tubo de fermentacaoc com
caldo dextrose de Andrade, incubado a 37°C e cbservado durante os
sete primeiros dias, para verificac@o da formagao de acido ou
gas.

Semeadura em meio de Tarozzi,., incubadc e cbservado durante 72 ho-
aEs.

Semeadura em tubos de agar Triptose, incubadc a temperatura de
37°C durante 72 horas, para verificacac do crescimento das bru-
celas.,

Preparacao de esfregacos corados pelo metodo de Gram e examinados
para una indicacao preliminar do material e verificacac da mor-
fologia e coloracac dos germes.

Requisito: segundo a Organizacion Panamericana de la Salud

(1969), a vacina B19 deve estar livre de qualquer contaminagao.

Qac
<

ste de concentracao e viabilidade

1.

Determinacao do volume celular, feita com o auxilio de tubos de
Hopkins (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD, 1969). TForam u-
tilizados quatro tubos para cada amostra de vacina calculando-se
em secguida, a média, com o auxilio de uma centrifuga horizontal,
com coroa de 30 cm de diametro e uma rotacac de 2.750 por minu-
to, durante 75 minutos. 0 volume celular requerido deve ser de
0,36% de celulas por volume.

Determinacao da viebilidade celular - feitas as diluicoes delml
de cada vacina em solugac diluente (&pua peptonade pH 6,4)se-
meamos 0,1 ml da diluicdo a 1:1.000.000 em dues placas de &gar
batata e duas de &gar triptose. Da diluicdo de 1:10.000.000 se-
meamos 0,1 ml em quatro placas de agar batata.Em seguida as pla-
cas foram incubadas na posigao invertida, a 37,5°C, durante 96

horas, quando processamos a contagem de colonias em cada placa da
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diluicdo 1:10.000.000. As duas placas de agar triptose, semeadas
cada uma com 0,1 ml da diluicao de 1:1.000.000,serviram para ve-
rificacac da percentagem de dissociacio celular. Viabilidade ce-
lular requerida € de €0 x 10° bactériaé vidaveis por dose da va-

cind.

Teste de inocuidade

Para cada vacina, um lote de cinco camundongos de 20a 25 ¢
foi incculado com 0,3 ml de vacina por via subcutanea, sendo obser-

vado durante 15 dias, para verificacaoc de reagaoc local ou geral.

Teste de dissociacao

1. Atraves da observagdc com luz obliqua (HENRY, 1933) com auxilio
de um microscopio estereoscopico de pequeno aumento, com ilumi-
nacao obliqua e reflexa com um angulo de 459, verificou-se apre-
senca de colonias tipicas, redondas e brilhantes, de coloragao
ligeirarente azul esverdeada, correspondente as colonias lisas,
de colonias com aspecto granulosc, ressecada, de cor branca-ara-
relada, denominadas cclonias rugosas e, ainda de coldnias trans-
parentes foscas com aspecto viscoso,classificadas como mucoides.
As colonias intermediarias, de dificil diferenciacao por suas ca-
racteristicas morfologicas, situadas entre a lisa ¢ as rugosas,
nao foram computadas.

2. Prova de cristal violeta - as culturas utilizedss no teste ante-
rior foram, em seguida, inundadas com uma solugao de cristal vio
leta, durante 15 a 20 segundos e examinadas ao microscopio este-
reoscopico (WHITE & WILSON, 1951), para verificacio da presenca
de colonias lisas "S'" e rugosas "R', sepundo técnica de ALTON &
JONES (1969).

3. Prova de acriflavina - varias colonias de cada placa de cultura
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de amostra das vacinas em estudo foram suspensas, cada uma, com
uma gota de acriflavina (diluidaz 1/1000 em agua destilada e so-
lucdo recém preparada), verificando-se a homogeneidade da suspen-
sao, segundo técnica de BRAUN & BONESTELL (1947). Os requisitos

de dissociacao celular € de ate 5%.

Teste do poder imunogenico

Avaliacao do peder imunogenico feita indiretamente pela

pesquisa de anticorpes aglutinantes ne circulacac e,diretamente pe-

lo desafic dos camundongos vacinados, com o auxilio da amostra-de-

safio Brucella abortus 544, de acordo com a técnica preconizeda por
PILET & GARREC (1967).Utilizou-se neste estudo apenas amostra 1,for
necida pelos laboratorios.

Ls

Estudo indireto - cada lote de seis camundongos,incluindo um lo-
te controle, recebeu no dia 0 (zero) 0,2 ml de vacina subcutanea
(a vacina B foi padronizada na dosc de 2 ml para 5 ml) exceto o
lote testemunha que recebeu 0,2 ml de solugao fisiologica. Foram
feitas coletas de amostras de sangue, por pungao do sinus orbi-
tario (com o auxilic de pipeta de Pasteur) nos dias 0, 7, 14, 28
apds a vacinagdo, e submetidas & soro-aglutinagdo lenta (método
de WRIGHT), segundo a técnica preconizada por FPILET & GARREC ...
(1967).

Estudo direto - iguais lotes de seis camundongos foram vacinados
com 0,2 ml de cada vacina para obtencao de uma inoculacao de, a-
proximadamente, 2,4 X 108 de Brucella abortus amostra B19.Um lo-
te de seis camundongos inoculados com 0,2 ml de salina serviu de
controle. Decorridos 28 dias da vacinagao, os camndongos foram
inoculados com a amostra-desafio de Brucella abortus 544, na do-
se de 10.000 bactérias, por via intraperitoneal (PILET & GARREC,
1967).
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Transcorridos dez dias da inoculagio da amostra-desafio,todos os
animais foram sacrificados com o auxilio de clorofdrmio, e o ba-
Go colhido com emprego de material cirtrgico proprio, esterili-
zado antes de cada coleta. O bago assim obtido, foi depositado
em um vidro com tampa de rosca, contendo 5 ml de diluente esté-
ril (Ggua peptonada, pH 6,4). Os bacos foram triturados indivi-
dualmente com o auxilio de um gral estéril semeando-se ,em segui-
da, 0,1 ml da suspensdo em trés placas com agar triptose,adicio-
nada de 0,1 ml de uma solucdo de erytrol a 10% (PILET & GARREC,
1967) 5 com o emprego de alca de Drigalski, fez-se a semeadura.
Apos a incubagdo a 37°C, em atmosfera enriquecida de 10% de CO,,
por um periodo de 72 horas, as coldnias foram enumeradas com o
auxilio de um contador de colénias avaliando-se, assim, a infec-
cao em cada animal dos diversos lotes, correspondendo em cada um
© grau de protegdao conferido em cada vacina, comparado com o do
lote-ceontrole,

» O pH foi avaliado com o auxilio de um Potencidmetro Beckman Ex-~
pandomatic SS-2-MUx100,




£~
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4, Resultados
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Contaminacao

Nas amostras 1 e 2, respectivamente, fornecidas pelos la-
boratdrios e adquiridas no mercado com pericdode validade em fa-
se inicial, todas as vacinas continham germes de contaminagdo.
las amostras 2 e U, correspondendo respectivamente a vacinas em
fase media ¢ em final de periodo de validade, a contaminagdo es-
teve presente nas vacinas A, B e D da amostra 3 & C da amostra 4
(Tabela I).

Producdo de gas ¢ acidos dos germes contaminantes encontrados em
1 ml & diluicdo de 1077,

Com excegao das vacinas A amostras 2 e 4, B amostras 1, 3
e 4, C amostras 2 ¢ 3 e D amostra 4, que nao apresentaram cres-
cimento de contaminantes a diluicdo acima descrita, todas as de-
mais continham germes produtores de gazes e/ou acidos  (Tabela
1Ij.

Volume celular

As variacoes dog valores encontradas ne volume celular nas

vacinas A e B das amostras 1, 2, 2 ¢ & foram de 0,80 a 0,30% de

7

volume, enguanto gue nas amostras 1, 2, 3 e 4 das vacinas Ce D

as variegoes foram de 0,35 a 0,06% de celulas por volume,confor-
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me podemos cbeervar na Tabela I e Graficos I, IT, IIT e IV.

Germes viaveic por ml de vacina

Os valores encontrados para os numeros de germes viaveis
nas amostras 1, 2, 3 e 4 das vacinas A e B foram de 91la 20 x 10°
germes viaveis por ml de vacina e nas amostras 1, 7, 2 e 4 das
vacinas C @ Iide 78 a 1 x 108 germes viaveis por ml conforme re-
sultados das Tabelas I e V, Graficos I, II, III e IV.

Dissociagao
Em todas as amostras estudadas, a dissoclacac esteve pra-

ticamente ausente, conforme poderos cbservar na Tatela I.

Indugao da produgac de anticorpos aglutinartes

A producae de anticorpos aglutinantes em varios estagios
da imunizacao indicou maior inducao acs sete dias da vacinagao,
com média de £3,7 Ul e a menor aocs 28 dias,com media de 10,7 UI,
conforme esta registrado na Tabela ITI. 0Os camundongos do grupo

controle nac apresentavam reacces positivas.

Protecac contra a infeccao

Os diferentes niveis de protegdo contra a infeccdo,que fo-
ram observados nas vacinas enalisadas, estao registrados na Ta-
bela IV onde verificamos que a melhor protecao foi fornecida pe-
la vacina A, que revelou uma media de 119 colonias de brucelas,
amostra desafic, por ml de suspensac de bago, contrastando com a
vacina D, onde foi observada a media de 776 coldnias & brucelas,

amostra desafio, por ml de suspensao de baco.
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8. Analises do pH
Os resultados encontrados nas anilises do pH das vacinas
estudadas mostravam valores que oscilaram entre 6,30 a 7,58, € a
maioria esteve acima do pH 6,8 (Tabela I).

NOTA: A tabela n® 5 nos mostra os resultados encontrados, compara-
dos com ¢ padrao de referéncia.
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TABETA 1T
Producao de gas e dcidos dos germes contaminantes encontrados a di-
luicao 107
Vil N¢ de colonias Com pnodtj- (jom pr?du-
por ml/vacina cao de gas ca@o de acido
7
A-~1 1 x 10 + +
BE-1 G - -
c-1 1 x 10’ : -
D=1 1 x 10’ + +
A~- 2 0 - -
B~ 2 1 x 10’ - +
C=-2 0 - -
D= § 1 x 107 - +
B3 1 x 107 % +
B-~23 0 - -
C-3 0 - -
D-3 1 x 107 - 5
A= K 0 = =
B -4 0 = .
C -y 1 x 10’ - +
D~ 4 0 - -
Padrao 0 - -




TABEIA IIT

Produgac 'de anticorpos en camundongos vacinados com as quatro vaci-

nas amostra BlY9 elaboradas no Brasil em 1973

Dias apos a vacinagao

Vacinas Animais
#17 +1k +21 +28
1 1/80UT 1/40UT 1/20UL 1/10UT
2 1/40 1/20 1/20 1/10
A 3 1/160 1/80 1/80 1/20
4 1/80 1/40 1/40 1/20
5 1/80 1/40 1/40 1/10
6 1/u0 1/40 1/40 1/20
Media 80,0UT 43,3UI u0,0UTL 15,0UT
3 1/40 1/80 1/40 1/20
2 1/160 1/80 1/40 1/20
B 3 1/80 1/80 1/80 1/10
i 1/80 1/40 1/10 0
5 1/40 1/40 1/10 0
6 1/80 1/80 1/80 1/10
Media 80,0UT 66 ,6UT 43,3UI 15,0UL
| 1/40 - - -
2 1/26 1/40 1/20 0
c 3 1/10 1/10 1/10 0
4 1/80 1/10 1/10 1/10
5 1/20 1/40 1/10 1/10
5 1/40 1/80 1/20 1/2
Media 35,0UI 42 ,0UT 14,0UT 8,0UT
| 1/20 1710 0 0
2 1/40 1/10 1/40 1/10
. 3 1/20 1/10 1/10 C
- Y 1/40 1/10 1/40 1/10
5 1/80 1740 1/20 0
5 1/160 1/80 1/20 1/10
Media 60 ,0UT 26 ,6UI 21.6UT 5,0UT
Media Geral 63,7UL 4, 6UT 29,7UL 10,7UT

* Morte apos a primeira sangria
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TABELA IV

Numero de Brucellas (amostra 544) isoladas de bago de  cammdongos
vacinados com as vacinas A, B, C e Ii e desafiados

Nurero de Brucellas em

Vacinas B
0,1 ml suspensao de baco
A 119
B 212
C 613
D 775
Testemuinha 231
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grafico- I

I - germes viaveis

16 - [ |- volume celular - 0,90
14 _
| 0,75
12 =
o
. 0,60 S
10- °
®
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3
6 . o
-0,30 2
-4
4 - 3
~0,I5
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Vac.A-l Vac-B-I Voe.C-| Vac.D-l referéncio
padrao

Concentragdo- e viabilidade celular da amostra | das vacinas anti-
brucélicas fabricadas no Brasil em 1973 (amostra BI9).
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Vac.A-2

Vac.B-2 Vac.C-2

Vac.D-2
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padrdo

Concentragdo e viabilidade celular da amostra 2 das vacinas anti-bruce -
licas fabricadas no Brasil em 1973 (amostra BI9)

volume celular em 9% na vacina
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Vac.A-3 Vac.B3 Vac.C3 Vac .D-3

referéncia
padrado

Concentracdo e viabilidade celular da amostra 3 das vacinas onﬂ-bruce’-

licas fabricadas no Brasil em 1973 (omosira BI19)
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Concentracdo e viabilidade celular da amostra 4 dos vacinas anti-bruce -
licas fabricadas no Brasil em 1973 ( amostra B 19)
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5. Discussao




Na avaliacac do pH das vacinas estudadas,podemos observar,
atraves dos dados da Tabela I, que somente uma amostra (C-4) esteve
deniro dos limites padrdes de 6,4 a 6,8 preconizados segundo a OR-~
CANIZACION PANAMERTCANA LE LA SALUD (1969). Na vacina C,as amostras
1, 2 e 3 o pH esteve proxirme do limite minimo indicado. LOVE (1966)
encontrou bons resultades de crescimento e sobrevivéncia das bruce-
las, quando o pH do meio variou de 5,9 a 6,8 e, dentro desses valo-
res, melhores resultedos com o pH 6,3. Em todas as amostras das va-
cinas A, B e D~, o pH esteve acima do limite recomendado, alcangan-
do valores minimos de alcalinidade. A variacio do pH,por si s6, nao
explica o pequenc numero de germes vidveis encontrados nas desagens
recomendadas embora este, entre outros fatores, possa estar deter-
rinando uma reducao da viabilidade das brucelas nestas vacinas.

Segundo recomendagoes da  ORGANTZACION PANAMCRICANA DE LA
SALUD (1969), a vacina amostra B19 devera estar livre de toda con-
taminacao. Os germes contaminantes, atraves da producao de residuos
metabolicos, oriundos de sua multiplicacdo, podem ocasionar uma mo-
dificacdo do meio ambiente, com alteragao do pH da vacina, podendo
ocorrer ume reducao do numero de brucelas vidveis, condicdio bisica
para a immogenicidade da vacina, como demonstraram os trabalhos de
MANTHET & cols. (1951); MANTHEI (1359); GORDON (1853) e MC DIARMID

(1962a) . As reagoes inflamatorias secundarias , oriundas de gpermes
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estranhos na vacina, € um fator que concorre consideravelmente para
a reducac da imunogenicidade das vacinas de um modo peral. Nos tes-
tes a que foram submetidas, as amostras apresentaram o seguinte re-
sultado: nas amostras 1 e 2, contaminacdo de todas as vacinas sha a-
mostra 2, contaminacdo das vacinas A, B e D e, na amostra U, conta-
minacdo da vacina C. 0 iIndice de contaminacdo foi de 755 nas 16 a-
mostras analisadas nao atendendo, desta forma, As especificacces de
pureza, segurdo a ORCANTZACION PANAMERICANA DE 1A SALUD (13€9) ,con-
forme esta demonstrado na Tabela I.

A porcentagem de colénias dissociadas na vacina B19 & um
fator importante na sua qualidade imunogénica, como demonstram  os
trabalhos de MUNGER & HUDDLESON (1938) e BRALN & cols. (1962). Os
limites de dissociag@o, preconizados segundo a ORCANTZACION PANAME-
RICANA DE LA SALUD (1969) sd3o de 0 a %%. Nas vacinas estudadas, o
maior Indice foi de 2% na vacina C da amostra 1. MNessas condicces,
as vacinas analisadas estiveram dentro dos limites indicados supon-~
do-se, portanto, que os indices de dissociacac encontrados nio in-
terferiram na baixa imunogenicidade verificada nos resultados (Ta-
bela 1IV).

O volume celular nas vacinas A ¢ B foi maior que nas vaci-
nas C e D, com valores nas primeiras variando de 0,30 a 0,80% e nas
segundas de 0,06 a 0,35%. O volume, preconizado segundc a CRGANTZA-
CION PANAMERICANA TE LA SALUD (1969) & de 0,36% de calulas por vo-
lume. Entretanto, nic se encontrou, na literatura, informacces de
Que volumes supericres possam interferir na qualidade do produto i
nal. Por outro lado, uma concentracdo inferior a 0,36% afetera di-
retamente o numero de germes vidveis, na dose da vacina.

GORET & PILET (1963) atestam que a vacina amostra B19 13-
quida deve ser utilizada no periodo de dois a trés meses de fabpica-
cao e, melhores resultados serSo encontrados na primeira quinzenada
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fabricacao. Segundo estes autores, as Brucellas amostra B19, quando
liofilizada, permanecem vivas 12 meses ou mais ,de acordo com a tec-
nica de liofilizacao utilizada. Na andlise das Tabelas T e V,as va-
cinas A e B nao corresponderam em quantidade as brucelas viaveis,
embora o volume celular fosse satisfatorio e, na maioria, acima do
limite preconizado. Assim, pode-se admitir a hipGCtese de que a téc-
nica erprepada na liofilizacZo tenha sido responsavel pela grande
rortalidade das brucelas como foi observade por JENDRUSCE (1958) ao
estudar os metodos de liofilizacdo das brucelas.

Nas vacinas C e D, tanto o volume celular como o numero de
brucelas vivas, por dose, forem bem inferiores ao desejado. Nestas,
© volume celular devera ter influenciado dirctamente no nimero de
brucelas viaveis, na dose recomendada.

0 grau de imunidade mantem-se, satisfatoriamente, até a 53
gestagdo. Ha casos, entretanto, que essa imnizacdo permanece  ate
mesmo dez anos apds a vacinacdc na idade ideal de seis a oito meses
(MANTHET & cols., 1951; GORDON, 1653 e MC DIARMID, 1962a).Entretan—
to, pare a coneretizacao desse fenomeno, ¢ necessaric que a vacina
contenha 60 x 10° brucelas vivas, no mamento da vacinacdo, de acor-
do com a preconizacao da ORGANIZACION PANAMERICANA DE 1A SALUD ...
(1569) . Observando-sc a Tabela V, verifica-se que o maior numero de
brucelas vivas encontradas na dose recomendada no produteo, fol de
425 x 108, sendo necessario um acréscimo de 2,25 ml no volume & do-
se recomendada ¢ o menor numero foi de 5 x 10%, faltando 525 ml. ou
seja, mais de meio litro de vacina para se conseguir o nimero de bru
celas vivas necessarias a imunizacdo. Observando-se ainda a Tabela
V, verificamos que com excegdo da amostra 3 da vacina C e amostres
1, 2 e 3 da vacina A, o nlrero de brucelas vivas encontradas foi sem
re inferior a metade da cdose ideal preconizaca. A maior constancia

foi conseguida na vacina A, amostras 1, 2 ¢ 3, que necessitou de um
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acréscimo de nenos da metade do volume para atingir adose idealinas
anostras 4, todaz as vacinas estiveram com o numerc baixo de bruce-
las vivas. 0 limite minimo de viabilidade pare que uma vacina amos-
tra Bl9 seja considerada razodvel & de 40 x 10°; abaixo desse nime-
ro & vacina devera ser rejeitada (HULSE, 1958). Cor excegao das a-
mostras 1, 2 e 3 da vacina A, em todas as outras amostras o© numero
de brucelas vivas foi bem inferior ac Indice mencionado, conforme
podemos observar nos Grafices I, IT, ITI, IV e V e Tabela V.

A procdugac de anticerpos aglutinantes fol mais prenunciada
aos sete dilas da vacinacdo e sempre superior nas vacinas A e B, co-
mo podemos verificar observando a Tabela IIT. Sabe-se que a produ-
¢cao de anticorpos é somente um fator indicativo,ndc constituindo um
bom Indice de avaliacdo da vacina Bl9. A imumnidade ao curso das do-
encas cronicas bacterianas, em particular a brucelose dos ruminan-
tes, se apoia sobre uma reacac celular e, mais especificamente, no
aparecimento de imunofagocitos (JOUBERT & VALETTE, 19267).

A protecac conferida pela vacina amostra B1S, nos animais
vacinados, & inversamente propercional ao numero de brucelas desa-
fio encontradas no bago, ¢ este grau de protecgac com vacinas anti-
brucélicas ndo excede a 50%, nas melhores condicoes (JOUBERT & VA-
LETTE, 1967). Og resultados verificados na Tabela IV mostraram me-
lheres resultados conferidos pela vacina A, em relacao aguelas das
vacinas B, C e D. Esses resultados, quando comparados com os traba-
lhos de PILET & GARREC (1967), mostraram cue os indices de protecao
conferidos pelas vacinas A, B, C ¢ D, foram significantemente bai-

XOS .
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6. Conclusdes
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Das 16 amostras de vacinas Bl9, analisadas no perfodo de
1373, somente uma atendeu aos requisitos de pH.

A contaminacao esteve presente em 75% das amostras anali-
sadas, indicando que as condicdes de assepsia na elaboracao dessas
vacinas nao se encontram dentro das normas recomendadas, sugerindo
a hipotese de que essa variagao possa ser um dos fatores que colabo-
raram no baixe indice de brucelas vivas encontrado.

As amostras B19, empregadas na elaboracio dessas vacinas,
eram de bea qualidade, ndo verificando dissociacao em porcentagem
superior aquelas toleradas.

A irregularidade de volume celular encontrada nas vacinas
Ce D foi um fator no baixo nimero de brucelas vivas encontrado ,por
dose de vacina. As vacinas liofilizadas apresentaram sempre um  vo-
lure celular acima do recomendado; por outro lado,as vacinas 1iqui-
das tiveram seu volume celular sempre abaixo do limite padrao.

A elevada porcentagem de brucelas mortas cncontrada nas va-
cinas liofilizadas (A ¢ B) sugere deficicncia técnica no processo
de liofilizacdo.

A baixa protegd@o conferida por essas vacinas deve-se ao pe-
queno numero de brucelas vivas nelas encontrado.

Em sintese, facc aos resultados encontrados, verifica -se

que todas as amostras analisadas ndo possufam os requisitos minimos
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preconizados para a imunizacao.

Na €época atual, quando se pensa, em termos oficiais, em um
programa de controle da brucelose bovina torna-se necessario, antes
de tudo, a comprovacao das qualidades imunogenicas das vacinas a se-
rem enpregadas. Assim, justifica-se plenamcnte a introducao do con-
trole da eficiéncia dessas vacinas, quer pelos orgacs oficiais,quer

pelas proprias fontes produtoras, para sua lileracdo no mercado con-
sumidor.
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7. Resumo
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Foram examinadas 16 amostras de vacina Bl9 de fontes dife-
rentes quanto a: pureza, pl, concentracao, viabilidade, inocuidade,
dissociagdo e poder imunogenico.

Foram os seguintes os resultados encontrados; todas as 16
amostras apresentaram menos de 5% de dissociagdo (0% de dissociacdo)
12 amostras apresentaram contaminacdo (75% de contaminacdo), 15 a-
mostras tiveram pH fora dos limites padrdes (93,7u% de amostras com
PH fora dos limites padrdes), todas as 16 amostras tiveram viabili-
dade celular abaixo dos requisitos padroes (100% de baixa viabili-
dade celular), a concentragao celular foi sempre elevada nas vaci-
nas liofilizadas e baixos nas vacinas 1iquidas, e a protegdo foi con
siderada baixa em todas elas.

Nerhura das amostras estudadas possuia todos os requisitos

- .
minimos recomendadcs.,




8. Summary
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Various parameter: of 16 samples from 4 origins strain B19
vaccine produced in Brazil in 1973; including tests of dissociation
* purity, safety, pH, concentration, viability and protection it were
studied. Of the parameters tested only dissociacion was found to be
with in the required limits in all the samples tested. Bacterial
contamination was found in 75% of all vaccine samples tested. Only
one sample of vaccine was within the required limits of pH. The I
concentration of organisms was found to be always clevated in i
lyophilize vaccines and low in liquid vaccines, and viability was \
always determined to be less then one-half the ideal dose in all 16 |

samples. The protection conferred was low in all the vaccine samples
tested. No vaccine sample tested possesscd the minimum requiriments
recomended for this type of vaccine.

™
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