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RESUMO

Doze amostras de E. rhusiopathiae, isoladas no Es-

tado de Minas Gerais e seis de referéncia foram estudadas se
gundo o crescimento em quatro meios de cultura. 0 meio que
proporcionou maior crescimento da maioria das amostras conti
nha 3,7 % de infusao de cérebro e coragao, 0,1 % de Tween 8
0,5 % de extrato de levedura, 0,0004 % de triptofano e 10 %
de soro equino, incubado a 37 9C por 24 horas e concentrado
com 0,18 % de carboxi-metil-celulose. '

Foram produzidas 16 bacterinas com as amostras AV,
BC, BM, CB, CN5486, IB, LR, LY, NF4, OP, PA, PM, PT, RE,SE-9
e $-192, inoculadas em guatro meios de cultura. Utilizou -se
duas amostras de referéncia : uma (FVA), para producao de va
cina viva avirulenta e outra (WB) utilizada para desafio.

Atraves de testes de potencia em camundongos, ob-
servou-se maior protecao com a vacina viva avirulenta e bac-
terinas produzidas no meio descrito acima. A vacina viva avi
rulenta foi capaz de proteger 100 % dos animais desafiados
com amostra virulenta, enquanto que as bacterinas nao forne-
ceram resultados satisfatorios (10 protegeram menos que 50 %
e uma protegeu 56,2 % dos camundongos desafiados ).

Duas vacinas comerciais e uma de referencia, utili
zadas para comparacgao, tambem forreceram resultados satisfa-
torios. A vacina de referencia protegeu 81,2 e 68,7 % dos ca
mundongos desafiados. Das vacinas comerciais, uma protegeu
81,2 e 93,7 % e a outra, 63,7 % dos camundongos desafiados.
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1. INTRODUCAD

A erisipela suina, tambem conhecida como ruiva ,

e doenca infecto-contagiosa causada pelo Erysipelothrix

rhusiopathiae, um bacilo curto, reto ou ligeiramente curvo,

GRAM positivo, imovel e sem esporos, isolado por PASTEUR &
THUILLIER em 1892, Sobrevive por longos periodos em carne em
decomposicao e na agua, sendo resistente a processos de con--
servacgao tais como salga e defumacao . E considerado por mui
tos como sendo saprofita, com capacidade de viver e de se
multiplicar em solos alcalinos quentes e ricos em humus
( GALLOWAY, 1974 ). Acomete suinos de todas as idades, a-
presentado-se sob forma septicemica aguda, evidenciada Lor
lesoes cardiacas ; sob forma de peliartrite, afetando geral-
mente articulacoes dos membros e sob forma cutanea ou de ur-
ticaria, geralmente encontrada em associagao com lesoes inter
nas , evidenciada pelo aparecimento de manchas vermelhas
encontradas principalmente no abdomen e que podem evoluir pa-
ra necrose e feridas de extensoes variaveis ( BRUNER & GILLES
PIE, 1961). 0 E. rhusiopathiae tem sido isolado de cordeiros

e bezerros com poliartrites, de patos e perus com infeccoes
septicemicas agudas, de camundongos selvagens e de laborato-
rio, de amigdalas e membranas mucosas de suinos aparentemente
normais, de tecidos de animais e plantas em decomposigao
da superficie corporal de peixes de agua doce e salgada e de
lesoes supurativas no erisipeloide do homem (BRUNER & GILLES




PIE, 1961).

A erisipela suina é doenca de distribuicao uni -
versal, sendo reconhecida como causa de sérias perdas em sui
nos na Europa, Asia e América do Norte (SHUMAN, 1965}. Esti-
ma-se em 33 milhoes de doses a producao de bacterina por 22
laboratorios dos [stados Unidos em 1970, no valor de dois mi
lThoes de dolares {0SE, 1972).

No Brasil, a literatura a respeito & muito escassa.
0 primeiro isolamento do E. rhusiopathiae foi feito por MEL-
LO & SOUZA {1931) em material de um suino importado dos Esta
dos Unidos. Em 1956, CROCCO detalha lesces cutaneas e de val
vulas cardiacas em achados na rotina de inspecao de carnes ,
sendo confirmada a presenca de E. rhusiopathiae neste mate -
rial por ALBUQUERQUE(1956). Em 1958, DIAS & SILVA apresenta-
ram um método de diferenciacao entre Listeria monocytogenes
e E. rhusiopathiae através do trifeniltetrazolio, aos micros

copios optico e eletronico, CASTRO et alii (1963) icolaram:

duas amostras de t. rhusiopathiae de 175 amigdalas de suinos

aparentemente normais, provenientes dos Estados do Rio Gran-
de do Sul, Parana e Sao Paulo e abatidos em matadouro no Ls-
tado de Sao Paulo. TROISE et alii (1963) fizeram observagoes
sobre a ruiva dos porcos no sentido de alertar para a possi-
bilidade de infeccao inaparente em suinos do Estado de Sao
Paulo. CASTRO et alii (1970 e 1972) isolaram 73 amostras de
E. rhusiopathiae de amigdalas de suinos aparentemente nor -

mais e 29 da superficie corporal de peixes e as tipificaram,
encontrando, alem dos tipos sorologicos ja descritos , tres
novos tipos, pela tecnica de imunodifusao, propondc para es-
tes as denominacoes I, J e K. Alem disto, estudaram as amos-
tras quanto as caracteristicas bioquimicas, sorologicas, pro
vas de patogenicidade para animais de laboratorio e sensibi-
lidade a drogas. CARVALHO et alii(1976), REIS et aiii (1976)
e FREITAS et alii(1976) comunicaram surtos da doeng¢a nos ks-
tados de Minas Gerais e Rio de Janeiro, durante o XV Congres

so Brasileiro de Medicina Veterinaria. REIS et alii (1977)




tdentificaram dez surtos de erisipela suina no tstado de Mi-
nas Gerais, ocorrendo as formas septicemica e de poliartrite
e elaboraram bacterinas autoctones experimentais, utilizadas
com sucesso no controle da doencga. ARAOJO (1979) preparou um
antigeno aglutinante a partir de amostra padrao de [
rhusiopathiae, utilizando-o em levantamento sorologico pre-
liminar efetuado em amostras de soros de suinos nao vacina -
dos no Estado de Minas Gerais. SILVA (1980) testou uma vaci-
na bivalente viva contra a peste suina classica (amostra chi
nesa) e erisipela suina (amostra avirulenta) em leitoes, ve-
rificando que a imunidade contra erisipela aos 21, 56 o g9
dias apos a vacinacao foi de 80%, 50% e 50%, respectivamente,

Analisando o que foi exposto, verifica-se no Bra -
sil um numero crescente de casos de erisipela suina nos GTti
mos cinco anos e maior preopupacao em estudos no assunto
Nao existem levantamentos estatisticos que demorstrem a im-
portancia da doenca em nosso meio, mas REIS et alii(1977) es
timaram prejuizos de mais de um milhao de cruzeiros num pe-
riodo de dois anos, no Estado de Minas Gerais.

A vacinacao tem sido adotada mundialmente como me-
dida profilatica da erisipela suina. Existem cinco produtos
imunizantes diferentes utilizados na profilaxia da dcencga
vacina viva avirulenta injetavel, vacina viva avirulenta o -
ral, vacina viva modificada injetavel, bacterina e antisoro.

Nos Estados Unidos utilizam-se os cinco produtos ,
verificando-se que no ano de 1973, 18 laboratorios produzi-
ram bacterinas num total de 262 séries e um total de 36 mi-
lhoes de doses (BAIREY & VOGEL, 1973). Na Europa tambem sao
utilizados os cinco tipos de imunizacao <contra a erisipela
suina (MANNINGER, 1951; FLUCKIGER, 1952 e DEMNITZ, 1952 )
Vacinas avirulentas sao utilizadas na Polonia, Rumenia, Uni-
ao Sovietica e Republica Democratica Alemd e vacinas formo-
lizadas sao tambem utilizadas na Unido Sovietica ( FECHNER ,
1966) .

Considerando o crescente problema da doenga no Bra

5§11, a existencia de animais portadores saos, a existéncia




ainda de criacoes de suinos em condicbes precarias de mane)g,
o que faciltitaria o aparecimento da doenga por qgualquer fa-
tor "stress" e a possibiltidade de aparecimento de erisipela
em bezerros nas criagoes em promiscuidade com suinos, tornam
~se necessarios estudos no sentido de producao de vacinas de
uso comercial para a profilaxia da doenca.

0 presente trabalho visa avaliar a capacidade imu-

nogenica de bacterinas produzidas com amostras autoctones de

E. rhusiopathiae isoladas no Estado de Minas Gerais, atraves

do teste de poténcia em camundongos.




2. REVISAU DA LITERATURA

MELLO & SOUZA (1931) isolaram o E. rhusiopathiae

de material colhido de um porco importado dos Estados Unidos

que morreu durante a viagem e que apresentava lesoes nas val
vulas cardiacas. U germe foi identificado atraves de provas
culturais e bioquimicas e de inoculacao experimental em ani-
mais, verificando ser ele altamente virulento para camundon-
go, pombo, coelho e pardal. 0Os autores conseguiram imunizar
pombos inoculando culturas do germe isolado misturado com so
ro anti-erisipeia proveniente da Europa.

DEEM (19Y36), procurando um mei¢o ideal para prepara
cao de antigeno para testes de hemoaglutinacao , encontrou
que a adigao de triptofano e extrato seco de levedura ao cal
do de carne aceleravam o crescimento de bactérias com um m7-
nimo de floculagao.

TRAUB (1949) foi o primeiro gue produziu bacterina
adsorvida em hidroxido de aluminioc e morta pelo formol, a
partir de culturas em meio liquido com bom desenvolvimento e
cuja turvacao foi controlada pelo colorimetro de Lange. Uti-
lizou amostras tidas por ele como antigenicamente boas, ver?
ficando por testes de precipitagao que as amostras eram de
tres tipos sorologicos diferentes, identificados como A, B e
N. Encontrou que apenas, mas nem todas, as do grupo B sao
proprias para producao de vacinas. Estas formam antigenos so

lTuveis no liquido sobrenadante, importante fator imunogenico.




Empregou em suinos aquelas vacinas que protegeram camundon -
gos de quatro a cinco semanas de idade apos inoculacao unica
por via subcutanea de 0,2 m! da vacina diluida a 1:64 e ]
256. Um volume de 0,2 ml desta vacina foi capaz de proteger
contra 1000 doses letais.

STEFFEN (1951) encontrou que o maior numero de or-
ganismos atenuados pode ser produzido por cultura de 24 ho -
ras em caldo de carne de cavalo adicionado de 1 7 de peptona
e 0,1 % de glicose, em pH 7,6, Inoculando camundongos , ele
verificou que a dose letal minima era de quatro organismos
virulentos. Camundongos que receberam 100 organismos atenua-
dos, por via subcutanea, adquiriram imunidade de curta dura-
¢cao em duas semanas.

GLEDHILL (1952) preparou bacterinas e verificou
protegcao de 50 % dos camundongos frente a 1000 doses letais.
Verificou que duas de 11 amostras forneceram vacinas altamen
te potentes e ainda, que a presenca de Soro no meio aumenta-
a potencia das vacinas,

KATITCH (1952) estudou duas amostras de E
rhusiopathiae,cultivando-as segundo metodos descritos por MU
ROMCEV (1948) e TRAUB (1949). 0 metodo de MUROMCEV determi -
nou que a amostra fosse cultivada por seis dias a 34-35 OC ,
adicionada de 0,3-0,4 % de formol e incubada em estufa por
48 horas. Pelo método de TRAUB, a amostra, de propriedades

antigenicas marcadas era cultivada em caldo e adsorvida em
solucao de alumen de potassio. 0 precipitado era centrifuga-
do e o novo precipitado era diluido com caldo de <cultura de
48 horas e adicionado de 0,4 % de formol. Estas duas vacinas
foram inoculadas em camundongos na dose de 0,2 ml com vacina
nao diluida e diluida a 1/4. 0s animais foram desafiados 20
dias apos com 100 doses minimas letais. Todos os camundongos
inoculados com a vacina preparada segundo a tecnica de MUROM
CEV morreram; nos camundongos inoculados com vacina segundo
TRAUB houve protecao de 19 em 20 vacinados com vacina nao
diluida e de quatro em 20 vacinados com vacina diluida a 1/4,

SHUMAN (1954) conduziu testes em camundongos CoOm




duas series de bacterinas de dois laboratorios, inoculando
0,2 ml de bacterina concentrada e em diluicoes seriadas de
1:2 ate 1:64, usando dez camundongos por diluicao. Todos 05
camundongos foram desafiados tres semanas apos, com cultu-
3(200 DL50}, via sub-
cutanea, na dose de 0,1 mi. Camundongos desafiados com cul-

ra nao diluida e cultura diluida a 10

tura nao diluida tiveram 100 % de protecao nos grupos vaci
nados com bacterina diluida de 1:2 a 1:16. Houve 70 % de so
breviventes no grupo 1:32 e 50 % no grupo 1:64. 0s camundon
gos desafiados com cultura diluida apresentaram 1007 de pro
tecao nas diluigoes 1:8 ¢ 1:32 ¢ 90 %4 na diltuicao 1:64 de
uma das bacterinas e 100 % de protecao nas diluicoes 1:2 e
1:4; 90 % nas diluigoes 1:8 e 1:16; 56,6 % na diluicao 1:32
e 30 % na diluicao final de 1:64 da outra bacterina.

GRAY & NORDEN (1955) desenvolveram uma vacina com
amostra avirulenta de E. rhusiopathiae. Esta amostra e in -

teiramente avirulenta para camundongos, cobaios, pombos,por -
cos, perus e homem. Pode ser usada com ou sem administracao
simultanea de soro suino anti-erisipelé. Um dos testes da
vacina foi feito >m camundongos inoculados por via subcuta-
nea com quantidades variaveis de cultura, variando de 0,05
a 0,5 ml e todos os animais permaneceram saos. A intervalos
de 14 a 30 dias, os animais vacinados e os controles foram
desafiados por via subcutanea com 0,1 ml de cultura virulen
ta de erisipela capaz de matar camundongos em 72 a 96 horas,
Todos os animais vacinadns sobreviveram e todos os contro -
les morreram.

ALBUQUERQUE (1956} relata sobre o primeiro isola-
mento de E. rhusiopathiae feito no tstado do Rio Grande do
Sul, a partir de material suino colhido em matadouro. 0 ger

me foi submetido a provas culturais e bioquimicas; a inocu-
lagao pelas vias subcutanea, intramuscular e intraperito-
neal em camundongos, por via intramuscular em pombos e in -
tramuscular e subcutanea em cobaios. Foi possivel vreisolar
0 germe de camundongos e de pombos inoculados por todas as
vias, mas nao de cobaios.




MARTINEZ (1958) comparou 20 bacterinas e sete vaci
nas vivas avirulentas utilizadas no mercado espanhol quanto
ao indice de protecao em camundongos, determinado com base
na diluicdao que protege 50 % dos camundongos vacinados, de a
cordo com o metodo de REED & MUENCH (193€). Os animais foram
desafiados com 1000 doses letais de cultura de E .

rhusiopathiae. Come nao dispunha de bacterina de referencia,

utilizou inoculacao de soro de referéncia contra erisipela ,
com cultura virulenta, em diluigoes seriadas multiplas de
tres. Avaliou seus resultados de acordo com normas do Bureau
of Animal Industry dos Estados Unidos (1953) ¢ calculou para
cada tipo de vacina estudada o numero de doses letais com 0
titulo da dilui 3o obtida. Verificou que nem todas as amos -
tras se prestam para producao de bacterinas ou vacinas vivas
avirulentas e que as vacinas avirulentas vivas eram mais efi
cazes do que as bacterinas.

ANDO et alii (1959) conseguiram acelerar o cresci-
mento bacteriano adicionando Tween 80 aos meios de cultura.

WOOD(1959) vacinou suinos e camundonjos com "pool"
de bacterinas de referéncia produzidas com amostras de E

rhusiopathiae de sorotipo 2 e os desafiou com amostras pato-

genicas de sorotipos 1, 2, 4, 9, 10 e 11, na dose de 2,55 x
105 organismos, em camu. dongos e de 6,28 x 104 em suinos. Os
camundongos foram imunes a quatro das amostras, as de soroti
pos 1, 2, 4 e 11 e apenas 13 de 30 camundongos foram imunes
3 amostra de sorotipo 9 e sete de 30 a amostra de sorotipo
10. Todos os porcos foram imunis as amostras de sorotipos 1,
2, 4 e 11, dois de seis porcos foram imunes a amostra de so-
rotipo 9 e nenhum foi imune a amostra de sorotipo 10. Numa
segunda etapa do experimento, suinos e camundongos foram va-
cinados com bacterinas feitas com as amostras de scrotipos
1, 2, 4, 9, 10 e 11, utilizadas na primeira etapa como desa-
fio e os desafiaram com as mesmas amostras de sorotipos 1,2,
4, 9, 10 ell. Observou que a bacterina feita com a amostra
desafio de sorctipo 10 induziu imunidade especifica em sui -

nos, mas nao em camundongos. Bacterinas feitas com outras a-




mostras desafio induziram pouca ou nennuma imunidade em sui-
nos ou camundongos. 0 autor menciona que, apesar da imunida-
de adquirida poder ser quantitativa, as diferencas na susce-
tibilidade de animais inoculados podem ser devidas a varia -
coes antigenicas qualitativas entre bacterinas e amostras de
safio, ou mesmo entre as proprias amostras desafio.

BECKER (1960) obteve o melhor desenvolvimento da a
tividade tmunogenica das baclerias com adigao de woro de ca-
valo aos meios de cultura.

KRAUSS et alii (1960) testaram duas vacinas aviru-
lentas em camundongos e porcos e ohservaram que uma delas e
altamente imuncrenica para as duas especies e a outra apenas
para camundongos .

ZUFFA et alii (1960) testaram a capacidade imunoge
nica de tres amostras avirulentas de E. rhusiopathiae, inclu

indo a amostra de referencia EVA e obtiveram imunidade satis
fatoria em camundongos, apesar de uma delas nao proteger 10
a 20 % dos vacinados.

TRUSZCZYNSKI (1961) 1nocu10u‘quatro amostras de E.

rhusiopathiae mortas por formot, apos concentracao a 1/3 do

volume original, em 20 camundongos, por via subcutanea. Apos
14 dias, os animais foram desafiados com cince a 10 DL50. Os
camundongos desafiados norreram todos, exceto os de uma das
amostras, onde 25 % dos animais foram protegidos. Em outra
etapa do experimento, utilizou duas amostras vivas avirulen-

2

tas de E. rhusiopathiae, diltu ndo-as de 10 ° a 1077 & inocu-

lou cada diluicao em grupos de oito camundongos, por via sub
cutanea, na dose de 0,25 m] . Apos 14 dias, os animais foram
desafiados. De uma das amostras, todos os vacinados com cul-
tura nao diluida morreram, indicando que mesmo 61,8 milhoes
de organismos nao foram suficientes para imunizar camundon -
gos contra infeccao com 0,2 ml de cultura diluida a 1:20
Com a outra amostra, verificou-se que 111 organismos foram
suficientes para imunizar camundongos contra a mesma dose de
safio.

HOCHSTEIN-MINTZEL {(1965) produziu bacterina formo-
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lizada e adsorvida em hidroxido de aluminio, a partir de cul
tura no seguinte meio : agua peptonada com 5 % de extrato de
figado e 10 % de soro equino, ao qual adicionou 20 7% de hi-
droxido de aluminio ¢ 0,3 % de formel. Esta vacina foi titu-
lada em camundongos usando 106 DL50, nas doses de 0,1, 0,05,
0,025, 0,0125 e 0,00625 m1, verificando 85 % de sobreviven -
tes vacinados com a dose de 0,1 ml. Imunizou camundongos no
dia do nascimento e com dois dias de idade, com 0,05 ml da
vacina nao diluida e camundongos com quatro, seis, oito, dez
e 12 dias de idade, com 0,1 ml da mesma vacina, 0Us animais
foram desafiados com 0,2 ml de diluigao ]O4 (]O4 DL50) apos
78 e 59 dias, vii intraperitoneal. Todos os controles nao i-
munizados morrer.m e dentre os controles adultos imunizados
houve protecao d. 85 % . Valores semelthantes foram obtidos
por animais imunizados ao 80 dia de vida; animais imunizados
com quatro e seis dias de idade tiveram protecac de 70 e 66
%, respectivamente. 0s vacinados neo-natais e com dois dias-
de idade tiveram protecao de 16 ¢ 32 %, respectivamente.

FECHNER (1966) descreveu o p}eparo de bacterinas
contra erisipela, utilizando amostras tipo B, selecionadas
quanto a seu conteudo antigenico e seu comportamento nos tes
tes de hemoaglutinacao e precipitacdo, mantidas liofilizadas,
As amostras foram cultivadas em caldo de carne de cavalo,
com 10 % de soro equino e 0,5 a 2 ¢ de peptona, incubados a
37 ou 38,5 OC por 48 horas, acrescidas de 10 a 18 % de hidro
xido de aluminio e mortas com 0,3 % de formalina. As vacinas
foram deixadas em repouso por cinco a sete dias e a seguir ,
decantadas a 3/4 ou 4/5 de seu volume total.

WHITE & VERWEY (1970) prepararam um meio para
producaoc de antigeno a partir de amostra avirulenta de k.
rhusiopathiae, contendo agua destilada a 70 9C, 10 g de pep-

tona, 8 g de fosfato de sodio dibasico, 1 g de fosfato de po
tissio monobasico, 1 g de citrato de sodio, 0,2 g de sulfato
de magnésio, 0,3 g de acido tioglicolico, 8 g de extrato se-
co de levedura, 1 g de bile po, 2 7 de dextrose e 7,3 7% de
soro equino. Este meio foi incubado a 37 9C por 48 horas.
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ApBs agitacdo com barra magngética e centrifugacao, o liguido
sobrenadante foi utilizado como antigeno com a finalidade de
se verificar a presenca de antigeno soluvel. Apos adicao de
hidroxido de aluminio em tampao fosfato, fez inoculagoes em
camundongos, obtendo os sequintes resultados :© a tnoculacao
de cultura inteira nao diluida protegeu todos os camundongos
vacinados ; inoculacoes de celula: protecao de todos os ca-
mundongos ; de 1iquido sobrenadante: seis em sete camundon-
gos e de 1iquido sobrenadante filtrado : todos o0s camundon-
gos.

CASTRO et alii (1972) estudaram 102 amostras de

E. rhusiopathiae isoladas de amigdalas de suinos aparentemen

te normais (73 amistras) e da superficie corporal de peixes
(29 amostras), quanto a caracteristicas bioquimicas e cultu-
rais, tipificacao, através de teste de imunodifusao. provas
de pategenicidade em camundongos {(via intraperitoncal c© por
escarificacao) e pombos (via intramuscular) e sensibilidade-
a drogas. Alem dos tipos sorologicos ja existentes, os auto-
res propuseram as denominagoes [, J e k para tres novos ti-
pos encontrados. Os animais inoculados apresentaram sintomas
caracteristicos da doenca e dos mortos isclou-se o germe.

0SE (1972) testou varias bacterinas comerciais a-
traves do teste de potencia em suinos segundo as normas reco
mendadas pelo UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE (USDA),
tendo escolhido este teste por considera-lo um meio cfetivo
para testar bacterinas contr. erisipela, apesar da dificulda
de encontrada para obter suin‘s comprovadamente suscetiveis
para teste. Ele preferiu utilizar este teste ao alternativo
em camundongos, por serem 0s suinos a quem se destinam as
bacterinas.

BAIREY (1972) e BAIREY & VOGEL (1973) testaram 13
series diferentes de bacterinas produzidas por sete laboratd
rios diferentes e as submeteram a testes de protecao em sui-
nos e camundongos, de acordo com as normas do USDA. Todas as
bacterinas produziram protecao satisfatoria em suinos, mas

en camundongos apenas sete das 13 series foram satisfatorias,
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havendo portanto, uma correlacaoc de 53,8 % entre o0sS dois
testes. 0Os autores acreditam que a diferencga de correlacac
no teste de poténcia em camundongos causa duvidas sobre o
significado do teste para avaliacao de bacterinas de erisipe
la. Entretanto, devido a dificuldade e aos custos em se ob-
ter suinos suscetiveis a doenca, continuaram o trabalho no
sentido de desenvolverem um teste satisfatorio para camundon
gos. Prepararam nova bacterina de referencia, que foi avalia
da em camundongos e suinos, incluiram a diluigao 1:10 e tes-
taram-na juntamente com quatro series de bacterinas comerci-
ais e consequiram obter correlagao entre os testes. bntretan
to, esta nova tecnica precisa ser retestada para avaliacao
de sua significan-ia.

CARVALH) et alii (1976) identificaram um surto de
erisipela suina no Estado de Minas Gerais, acometendo anima-
is de diferentes faixas etarias, com predominancia de adul=
tos, observande mortalidade de 7,5 % e carater agudo da doen
ca. A identificacdo do agente etiologico foi feita atraves
de caracteristicas morfologicas, tinto}iais, e motitidade ,
de provas bioquimicas e patogenicidade para animais de labo-
ratorio,

REIS et alii (1977) identificaram a erisipela sui-
na em dez focos ocorridos em nove municipies do Estado de Mi
nas Gerais e verificaram que em um foco a doenga se apresen-
tou sob forma de poliartrite em animais de tres a seis meses
de idade e nos demais houve septicemia aguda em matrizes e
animais de reproducao. As am.stras foram submetidas a provas
culturais e biogquimicas, a testes de patogenicidade em camun
dongos e suinos e a identificagao com anticorpos marcados
(fluorescentes). Foram produzidas bacterinas autdoctones con-
centradas e adsorvidas em hidroxido de aluminio, testadas se
gundo as exigencias do USDA (1973) e aplicadas em animais a-
parentemente sadios, por via subcutanea, sendo tres rebanhos
com aplicacao unica e seis com duas aplicagoes intervaladas
de duas a gquatro semanas, proporcionando resultados satisfa-
torios no controle da doenca.
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SILVA (1980) preparou uma vacina bivalente contra
erisipela suina e peste suina classica, utilizando wum meio
de cultura para producao de vacina com amostra avirulenta de

E. rhusiopathiae contendo 3,7 7 de infusao de cerebro e cora

cao, 0,5 v de extrato de levedura dessecado, 0,1 % de Tween
30, 00,0004 % de triptofano e 10 % de soro equino, em pH /,6.
A cultura foi incubada de 17 a 18 horas a 3/ 9C e concentra-
da com carboxi-metil-celulose(CMC) na concentracao de 0,187,
Esta cultura continha 1,2 x IO12 germes / ml e, apos asso -
ciacao desta vacina com o virus da peste suina e liofiliza-
¢ao, o numere de £. rhusiopathiae por ml caiu para 2,5 x 107
0s testes de potencia desta vacina foram realizados em lei-
toes, observando que a imunidade contra erisipela aos 21, 56
e 89 dias ap0s vacinacao foi de 80%, 50% e 507, respectiva-

mente.
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3. MATERIAL E MLTODOS
3.1. Isolamento das amostras

Para a real.zacao deste trabalho foram utilizadas

18 amostras de E. rhusiopathiae, sendo 12 isoladas no tsta-

do de Minas Gerais e seis de referencia.

As amostras autoctones foram todas isoladas de fo -
cos de doenca ocorridos em 11 municipios do Estado de Minas
Gerais, identificadas como : A]vinﬁpolﬁs (AV), Barbacena(BQ
Campo Belo {(CB), Governador Valadares (BM e LR), ITgarape
(LV), Itabirito {(IB), Ourc Preto {OP)}, Para de Minas (PM) ,
Patos de Minas (PT), Pedra do Anta {PA) e Rio Espera (RL)
Estas amostras foram gentilmente cedidas por REIS et alii
(1977), inclusive as amostras IB e LV, que foram isoladas
posteriormente.

Dos 12 focos observou-se que em dez ( AV, BC, BM,
cB, IB, LR, OP, PA, PM e RE) a doenga se apresentou sob for
ma septicemica aguda, afetando animais de terminacao e de
reproducao. Constatou-se em alguns focos variacoes de 1 a
30 % na morbidade { AV: 15%; BC:10%; BM:64%; LR:5%; 0P:104 3
PA: 1%, PM:25% RE: 30%) e de 0,4 a 50 7 na mortalidade
(AV: 9% BC: 4%; BM: 4v; CB: 0,4%; IB: 50 %; LR: 4 %; 0P: 3
%y PA: 056 %y PM: 2,57 e RE: 15% ). A letalidade foi de 100
% 8 dnimais nao medicados com antibioticos.

Destes focos, a criagao LR foi desativada por ini
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ciativa do proprietarig, em virtude do diagnostico da doenca.

No foco IB houve suspeita concomitante de peste su
ina africana, confirmada no laboratorio do Ministerio da A -
gricultura (MA). Entretanto, como nesta criacao foi feita
medicacao com antibioticos (Penicilina-estreptomicina) e se
verificou recuperacao dos animais doentes medicados logo a-
pos o aparecimento dos sinais clinicos, nova remessa de mate
rial (soro e visceras) foi feita ao lahoratorio, com resulta
do negativo para peste suina africana.

No foco LV a doenca se apresentou tambem de forma
septicemica aguda, afetando, porem, animais de dois meses de
idade. Neste rebanho houve tambem suspeita de peste suina a-
fricana, cotfirmada posteriormente no laboratorio do MA , o
que levou 7 depopulagao total do rebanho.

No foco PT, a forma de apresentacao da doenca foi
de poliartrite, afetando animais de tres a seis meses de ida

¥
1
o

de, havendo tambem historico de aborto, observando-se 12
de morbidade e 4 % de mortalidade.

Em todos os focos em que se observou 2 forma septi
cemica aguda, colheu-se¢ assepticamente fragmentos de bago e
sangue por puncgao cardiaca e na forma de poliartrite colheu-
-se assepticamente exsudato sinovial. Este material foi seme
ado em caldo infusdao de cérebro e coracao (caldo 3C)* e cal-
do simples, em placas de agar sangue, Teague(EMB)* e agar 1in
fusao de cerebro e coracao {agar 3C)*.

0s meios semeados foram incubados a 37 9C por 48
horas, examinando-se esfregacos de colonias corados pelo me-
todo de GRAM.

Foram feitos cortes de quatro um de espessura de a
migdala, baco, cerebro e linfonodios em microtomo de congela
cao e corados por anticorpos marcados com isotiocianato de
fluoresceina para peste suina classica e erisipela.

As culturas obtidas foram submetidas as seguintes
provas bioquimicas: reacoes de VM e VP; producao de nitratos,
H2S, indol e catalase; fermentacao da glicose, galactose ,

* ifco Laboratories - Detroit - Michigan - USA
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lactose e levulose; acidez em leite tornassoclado; motilidade
e presenca de esporos. Tambeém foram submetidas a testes de
patogenicidade em camundongos ¢ suinos suscetiveis, feitos
sequndo a técnica de FORTNER & DINTER (1944) e de identifica
cao por anticorpos fluorescentes, atraves de conjugados pre-

parados com imunesoro contra amostra N de kE, rhusicpathiae,

recebido do
Standards" (ILBS), Weybridge, Inglaterra.

As seis amostras de referencia (CN5486, EVA, NF4 ,
5-192, SE-9 e WB) foram recebidas sob forma liofilizada, sen
do a CN5486 do Wellcome Research Laboratories, Inglaterra
quatro do I[LBS (NF4, S-192, SE-9 e WB) e uma do " Laborato -

International Laboratory for Bioltogical

rio Norden dos Estados Unidos (EVA)}. Estas amostras foram
todas do tipo B. A amostra EVA e apatogenica para camundon -
gos e foi utilizada como amostra vacinal viva. As amostras
NF4 e S-192 sao provenientes de material de suinos dos Fsta-
dos Unidos e a amostra SE-9 @ amostra vacinal originaria da
Alemanha. ‘

As amostras isoladas, logo apos a identificacao ,
foram liofilizadas e mantidas a -200C.

Todas as amostras liofilizadas de E. rhusiopathiae
foram resuspensas em coldo simples, semeadas em tubos com
caldo PPLO, incubadas a 37 9C por 24 horas e incculadas em
dois camundongos (exceto EVA) por via intraperitoneas, na do
se de 0,5 ml, para sua ativagao.

0s camundongos morreran entre 248 e 72 horas, apocs
apresentarem conjuntivite intensa, inapetencia, incoordena -
cao motora e prostacao. Destes, colheu-se assepticamente san
gue por puncaoc cardiaca e semeou-se imediatamente placas de
agar 3C. Estas foram incubadas a 37 ©C por 24 horas e exami-
nadas ao microscopio estereoscopico para verificacao do cres
cimento de colonias lisas, caracterizadas por tamanho peque-
no, transparente, de contorno nitido e sem nigmentacao . As
colonias lisas tipicas foram selecionadas e utilizadas na i-
noculacao de tubos com caldo 3C e soro eguino, que constitu-

iu o indculo do meio d¢ producda.
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Este procedimento foi seguido para cada partida de

vacina produzida.
3.2. Meios de producao

Para a producao de bacterinas foram avaliados qua-
tro meios de cultura liquidos no aspecto de crescimento e
tempo de incubacao. Prepararam-se vacinas de cada amostra es
tudada.
0s quatro meios de cultura, identificados por nume
ros, tinham a seguinte composicao:
Meio 1
caldo le carne de cavalo ............... 1000 ml
PEPLCHA .ottt i e e e 10 g

0 caldo de carne foi preparado por cozimento de
carne de cavalo fresca e desprovida de gordura. Apos adigao
de peptona, o meio foi autoclavado. Adicionou-se 10 % de so-
ro equino esterilizado por filtracaon.

Meio 11
caldo de carne de cavalo ......... e 1000 ml

Tween 80 ...t e e e e e T ml

0 caldo de carne de cavalo foi preparado como para
o meio I. Apos adigao de Tween 80, ¢ meio foi autoclavado. A

dicionou-se 10 % de soro equino filtrado.

Meio III
extrato de Carne ... ... 3 g
PEPLONME vttt i e e 20 g
DiTE PO ettt et e e e 500 mg
Tween B0 ... .. i e i e I ml
solucgao de triptofano* ................. 20 ml
extrato de levedura .......... ... 5 ¢

* 20 mg de triptofano em 100 ml de agua destilada




o o o 1= = S OO 2,5 ¢
gelatina ... . 2,5 g
fosfato de sodio dibasico anidro ....... 8,0 g
fosfato de potassio monobasico anidro 1,0 g
citrato de SO0di0o ..ttt e 1,0 g
sulfato de magnesio .....c..viveninnnonns 0,2 g
agua destilada a 70 °C ........... ... ... 1000 ml

Acertou-se o pH em 7,8 e o meio foi fervido por
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minutos e a seguir autoclavado a 120 9C por 30 minutos. Adi-

cionou-se 10 % de soro equine filtrado.

Meio IV

parte,

infusac de cerebro e coragao (3C) ...... 37 q
Tween S0 o e e e | ml
agua deionizada ......c.iiiiiiiiainn 900 ml
Acertou-se o pH em 8,0 e o meio foi autoclavado.
preparou-se os outros componentes come se segue:

extrato de levedura ................... 5 g
triptofano ... i e 4 mg
SOr0 BQUIND .. v v i e i e e 100 ml
agua deionizada ......viiiii i 100 ml

k-

fstes componentes foram esterilizados por filtra -

cdo e adicionados ao restante do meio autoclavado.

3.2.1. Culturas em meio¢ I

Das culturas das amostras AV, BC, BM, LR, OP, PA

PM, PT, RE, SE-9 e WB, colheu-se uma colonia tipica de E

rhusiopathiae, que foi semeada em tubos com caldo 3C e incu-

bada a 37 9C por 24 horas.

Dos tubos que apresentaram crescimento de £

L]

rhusiopathiae, avaliado pela coloragao de GKAM e imunofluo-

rescencia direta,

bou-se os mesmos a 37 ©C por 24 horas.

semeou-se novos tubos com caldo 3C e incu-
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Baloes contendo 100 mil do meio I foram inocuiados
com 10 % de cultura de 24 horas e incubados a 37 ©C por 32
horas. Apos isto, preparou-se diluicoes de uma amostra de ca
da balao de 10_] a 10_7 em salina tamponada (pH 7,2}, para
contagem. Semeou-se duas places com agar 3C por diluicao ,

com 0,1 ml das diluigoes de 1077 a 107°

de cada amostra. M-
pos incubacao a 37 9C por 48 horas, procedeu-se a contagem

das placas.
3.2.2. Culturas em meiag 11

Seguiu-~-se o mesmo procedimento utilizado para as

culturas em me.o I, com as diferencas relactonadas a seguir.
Utilizou-se apenas as amostras AV, BC, 0P, PA, S5-192 e
SE-9. Inoculou-se 15 m! de cada amostra em 150 ml de meio II
que foi incubado a 37 ©C por 48 horas, em estufa de agitacao
(" Controlted environment incubator shaker™). '
Colheu-se uma amostra de cada baldo apos 24 ¢ 48

horas ue incubacdo e efetuvu-se diluigoes de 1w a107® pa-

ra contagem, semeando-se 0,1 ml das diluigoes de 107% 4 107"
em duas placas com agar 3C por diluicao, acrescidas de 10 %

de soro equino esterili-ado por filtracao.
3.2.3. Culturas em meijo III

Preparou-se duas partidas de culturas a partir de
13 amostras (AV, BC, BM, CN5486, NF4, OP, PA, PM, PT, RE ,
$-192, SE-9 e WB), em meio III, seguindo basicamente o mesmo
procedimento descrito no item 3.2.1. Uma partida foi prepara

da em volume de 150 ml e a outra em 200 ml.
3.2.4, Culturas em meioc IV

Fez-se tambem duas partidas de culturas em meio IV
e seéguiu=se o mesmo procedimento descrito para o meio I, uti
liZando as amostras AV, BC, BM, CN5486, tVA, IB, LR, NF4, OP
PA, PM, PT, RE, S-192, SE-9 e WB.
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Apos 24 horas de incubacdo a 237 9C, adicionrou - se
38 m1 de uma solucao de Carboxi-metil-celulose sodica(CMC) a
1,8 % e deixou-se a 49C por sete dias, para sedimentacao. A
sequir, decantou-se o sobrenadante e procedeu-se a prepara -
cao das diluicoes ate 10_]O para contagem.

Para a preparacao da segunda partida de vacinas re
petiu-se o procedimento anteriormente descrito, exceto com a
amostra $-192, que foi eliminada por apresentar colonias ru-

gosas.
3.3. VYacinas
3.3.1. Vacina preparada com culturas em meio I

Aos balodes inoculados com as amostras AV, BC, BM ,
LR, OP, PA, PM, PT, RE, SE-9 e WB adicionou-se 18 % de hidro
xido de aluminio(pH 7,6) e deixou-se 0S mesmos em repuuso a
4 oC por sete dias. :

Retirou-se de cada baldao cerca de 80 ml do liquido
sobrenadante, acrescentou-se 0,3 7 de formalina ao sedimento
e colocou-se os mesmos a 37 9C por 12 horas, para melhor atu
acao da formalina.

Colheu-se em seguida cinco ml de cada amostra de

vacina para os testes de inocuidade e esterilidade.
3.3.2. Vacinas prepa 'adas com culturas em meio [l

Aos baldes inoculados com as amostras AV, BC, OP ,
PA, $S-192 e SE-9, adicionou-se 0,3 % de formalina e c¢oiocou-
-se os mesmos a 37 OC por quatro horas em estufa de agitacao

Em seguida, adicionou-se a cada balag 20 % de hi -
droxido de aluminio {pH 7,6). Os baloes foram colocados a 37
OC por uma hora, sob agitagao constante e, em sequida, foram
deixados em repouso a 4 9C por sete dias.

Retirou-se de cada balao 160 ml do 1iquido sobrena
dante, colheu-se cinco ml do sedimento e efetuou-se 0S tes -

tes de inocuidade e esterilidade.
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3.3.3. Vacinas preparadas com culturas em meio III
3.3.3.1. Primeira partida

Aos baloes inoculados com as amostras AY, BM, CN =
5486, 0P, PA, PT e SE-9 adicionou-se 20 7 de hidroxido de a-
luminio(pH 7,6) e deixou-se 0s mesmos em repcusc a 4 O0C por
sete dias.

Em sequida, retirou-se cerca de 100 ml do 1iquido
sobrenadante de cada balao e ao deposito adicionou-se 0,3 %
de formol p.a., colocou-se a 37 OC por quatro horas e deixou
-se em repouso a 4 9C por sete dias.

Retirou-se novamente mais 50 ml de cada balao e co
lheu-se do sedimento cinco ml para os testes de esterilidade

e inocuidade.
3.3.3.2. Segunda partida

Aos baloes inoculados com as amostras AV, BC, BM ,
CN5486, LR, NF4, OP, PA, PM, PT, RE, S-192 e SE-9 adicionou-
-se 0,2 % de formol p.a. e deixou-se 0$ mesmos por cinc6 ho-
ras em temperatura ambiente, para melhor atuacao do formol

0s baloes com as amostras EVA e WB nao foram ina -
tivados, ja que a primeira era a amostra vacinal viva e WL a
usada como amostra desafio.

Em seguida, adicionou-se a cada balao (excetoc WB )
30 % de hidroxido de aluminio{pH 8,0), deixando o0s mesmos
sob agitacao lenta com barra magnetica por cerca de 30 minu-
tos, com a finalidade de melhor adsorcao do hidroxido de alu
minio. A seguir, deixcu-se em repouso a 49C por sete dias.

Retirou-se cerca de 185 ml do 1iquido sobrenadante
de tada vacina e colheu-se dos sedimentos dois ml para 0s
testes de esterilidade das vacinas.
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3.3.4. Vacinas preparadas com culturas em meio [V
3.3.4.1. Primeira partida

Aos sedimentos dos balces incculados com as amos -
tras AV, BC, BM, CNb54&6, IB, LR, NF4, OP, PA; PM, PT, RE ,
5-192 e SE-9 adicionou-se 0.2 % de formol p.a. e deixou - se
os baloes em temperatura ambiente por cinco horas.

Ao sabrenadante, adicionou-se 20 % de hidroxido de
aluminio (pit 6,0}, colocando-se cada amostra sob agrtacan
lenta com barra magnética por uma hora, para facilitar a ad-
sorcao do hidroxido de aluminio ¢ deixou-se em repousc a 4 0
C por sete dias.

Decanlou-ve novamenbe o sobrenadanle ¢ do sedimen-
to de hidroxido de aluminio adicionou-se ao sedimento inici-
al formolizado quantidade correspondente a 30 ¥ de seu volu-
me.

Da vacina assim obtida colheu-se dois ml de cada a
mostra para os testes de esteri]idade.'

Os baloes com as amostras EVA e WB nao foram inati

vados.
3.3.4.2. Segunda parlida.
Repetiu-se o procedimento descrito no item 3.3.4.1
3.3.5. Vacina de referencia

Para comparacao, utilizou-se uma vacina de referég
cia, recebida do " Central Veterinary Laboratory", Weybridge
Inglaterra, sob forma liofilizada.

A ampola de vacina de referencia foi resuspensa em
oito ml de agua destilada. Tomou-se quatro ml desta vacina
resuspensa e adicionou-se 20 ml de salira tamponada( pH 7,2),
Esta diluicao correspondia a vacina nao diluida ¢ continha

10 unidades internacionais em cada 0,5 ml.
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3.3.6. Vacinas comerciais

Também para comparagdo, utilizou-se duas vacinas
comerciais (1 e 2)*, formolizadas e adsorvidas em hidroxido

de aluminio.
3.4. Testes de esterilidade das vacinas

Foram realizados com todas as vacinas e consistiu
em se semear 0,2 ml de cada amostra de vacina nos seguintes
meios de cultura: caldo 3C, caldo PPLO, tioglicolato de so -
dio, Tarozzi, agar 3C e agar Sabouraud.

Todos os meios foram incubados a 7 9C por 48 ho-
ras e observados para crescimento de bacterias e fungos.

A vacina foi considerada esteril se nao havia ne -

nhum crescimento nos meios de cultura acima mencionados.
3.5, Testles de anocuidade das voacinas

Foram realizados com todas as vacinas preparadas
com os mejos I, II, III e IV e consistiu em inocular cada a-
mostra de vacina pronta em oito camundongos, por via intrape
ritoneal, na dose de 0,5 ml,.

0s animais foram observados durante sete dias para
aparecimento de sintomas caracteristicos da doenca em camun-
dongos, isto e, conjuntivite intensa, incoordenacao motora,

inapetencia e prostagao.
3.6. Desafio

Para se efetuar o desafio dos animais vacinados,

*1 - Laboratorio Salsbury, USA
2 - Ruivac - Laboratdrio Hertape SA, Belo Horizonte
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preparou-se culturas de E. rhusiopathiae, amostra Weybridge,
juntamente com as culturas a serem utilizadas para producoes
de vacinas, com cada meio de cultura utilizado, exceto 0
meic I1.

Com o meio 1 preparou-se dois tipos de cultura pa-
ra desafio. Uma foi feita com a amestra WB, ja mencionada no
Ttem 3.2.1.. A outra foi preparada com um "pool"” das amostras
AV, BM e PA, atraves do mesmo preocedimento descrito no Ftem
3.2.1.

As anosltras WB preparadas com os meios [T e TV,
reservadas para desafio, foram mencionadas nos itens 3.2.3.1
3.2.3.2. e 3.2.4.2..

De todas as culturas que foram re- rvada. para ser
virem para desafio colheu-se pequenas amostras e fez-se di -
Ta107®

luicao foi inoculada em cinco camundongos por via intraperi-

luicoes de 10 em salina tamponada (pH7,2). Cada di-

toneal na dose de 0,5 ml.

0s camundongos feram ohservados por sete dias e re

gistrado o numero de mortas.
0 titilo da amostra foi calculado pelo metodo de

REED & MUENCH (:938}).
Todos os camundongos vicinados foram desafiados |
com 100 DL50 das amostras para desafio 20 dias apos a vacina

cao.
3.7. Animais utilizados

A ativacao das amostras de E. rhusiopathiae, 0s

testes de inocuidade, as titulacoes e as vacinagoes foram re
alizados com camundongos suicos albinos, desmamados, com pe-

so corporal variando entre 18 e 30 g.
3.8. Teste de potencia em camundongos

Cada amostra de vacina foi inoculada em 16 camun -

dongos por via subcutanea, na dyse de 0,5 ml.




A vacina de referéncia e/ou as vacinas comerciais
tambem foram incculadas seguindo-se o mesmo esquema.
Para cada esquema de vacinacao foi incluido um gru

po controle de 16 camundongos nao vacinados.
3.8.1. Com vacinas preparadas com o meio |

Todas as vacinas foram diluidas em salina tampona-
da(pH 7,2} a 1:30 e 1:90.

Numa primeira etapa nao se incluiu a vacinacao com
vacina de referéncia. 0s animais foram desafiados 20 dias a-
pos a data de vacinacao com " pool " de AV, BM e PA, cujo ti
tulo foi de 107277 DLSO / 0,5 ml.

Numa segunda etapa, utilizou-se apenas as amostras
AV, PA, RE e StE-9 e incluiu-se no esquema de vacinagao a va-
cina nao diluida e diluida a 1:30 ¢ 1:90. Incluiu-se a vaci-

na de referéncia, no mesmo esquema de diluigces.
3.8.2. Com vacinas preparadas com o meio [1l!

Foram preparadas duas vacinas com o meio III. K
primeira, preparada conforme descrito nos itens 3.2.3. e 3.,
3.1., foi utilizada sob forma nao diluida e na diluicao 1:30
incluindo-se nesta vacinacao as vacinac comerciais, sendo O
desafio realizado 20 dias apos a data .c¢ vacinacao com a 2-
mostra WB de titulo 107°°°7% pLso ; 0,5 ml.

A segunda, preparada como dJdescrito nos Ttens 3.2.3
e 3.3.3.2., foi utilizada apenas sob forma nao diluida, in-
cluindo-se as vacinas de referencia e comercial 1 neste e:s -
guema de vacinagao, sendo o desafio realizado 20 dias apos a
data He vacinacao com a amostra WB de titulo de 1072237 giso

70,5 mi.
3.8.3. Com vacinas preparadas com ¢ meic IV

A vacina preparada como descrito nos itens 3-2-4-e
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3.3.4.2. foi utilizada apenas sob forma nao diluida, incluin
do-se a vacina de referéncia, sendo o desafio realizado 20
dias apos a data de vaciracdo com  amostra WB de tTtulo
107°°180 prso 7 0.5 mi.

Os testes de esterilidade, inocuidade ¢ polencia
em camundongos foram realizados de acordo com as exigencoias
do UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE (1974), que SCrac
detalhadas a seguir.

Para os testes de esterilidade, inocula-se a vaci-
na teste em meios apropriados para crescimento de bacterias
e fungos, incuba-se os mesmos a 37 OC e verifica-se a total
ausencia de crescimento de organismos, em se lratanto de bac
terinas, ou o crescimento de colonias tipicas de E

rhusiopathiae, confirmade por coloracao pelo GRAM, no caso

de vacinas de culturas vivas.

Para os testes de inocuidade, inocula-se uma dose
de, no minimo, 0,2 m1 da vacina teste, por via intraperito -
neal, em oito camundongos ou tres leitdes sadios e observa -
se 0S mesmos para sintomas especificos da erisipela.

Para os testes de potencia em camundonqgos deve- se
utilizar para comparacade uma bacterina padrao, aceiia pa.a
tal finalidade por Drgaos Veterinarios e procede-se como =

seqgue.
1- efetua-se a diluicao inicial o 1:2, .m salina fisiologi-
ca, tanto da vacina teste quanto da dras e elaboram-se¢

tres diluicoes sucessivas miltipre . de tres, de ambas .

2- Inocula-se cada diluicao em, pelr menos, 16 camundongos ,
com péso corporal entre 16 e 20 g, por via sybcutanea
na dose de 0,5 mi.

3- Desafia=se cada camundongo por via subcutanea 14 a 21 di-
ds apos a vacinaca¢ ctom cultura de E. rhusiopathiae , na

dose de 0.5 ! conhiendo pelo menos 100 DL50 e conta-se o0s
soBréviventes par um periodo de 10 dias.

A- Fara b tonte de validade da vacina teste, observa-se ¢}
seguinte
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a) pelo menos duas diluigoes da padrao e duas da vaci
na teste devem proteger mais de 0 % e menos de 100
% dos camundongos inoculados. A diluicao mais bai-
xa da padraou deve proteger mais de 50 ¥ e a dilui-
cao mais alta menos de 50 7

b) subtrai-se o numero de camundongos scbreviventes
de cada uma duas tres diluicoes da vacina teste, do
numero de sobreviventes das diluiceoes correspunden
tes da vacina padrao;

c) a diferenca da diluicao media deve ser ajustada a
zero por adicao de numero adequado, usando-se si -
nal positivo ou negativo. Este numero deve ser adi
cionado as diferencas das diluicoes mais baiza e
mais alta;

d) consulta-se a tabela relativa e verifica-se os re-
syltados obtidos comparando-os com valores identi-
cos existentes na tabela. Caso haja identidade, o
teste e valido e a poteéncia da vacina teste  pode
ser comparada a da padrao.

5- Obtem-se o total de sobreviventes da vacina teste e o da
vacina padrao . Se o total de sobreviventes da vacina pe-
drao excede o da vacina teste por um numero maicr do qu:

seis, & vacina teste nao e satisfatoria.
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4, RESULTADOS
4.1. Isolamento das Amostras

Nas culturas em agar 3C, obtidas a partir de poipa
de bago, sangue e exsudato sinovial, colhidos de animais nos
focos IB e LV, observou-se crescimento de colonias pequenas,
transparentes, de superficie lisa, contornos nitidos e <em
pigmentacao.

Nas culturas do mesmo material em agar sangue, ob-
servou-se crescimento de colonias lisas , pequenas e com Zo-
na de hemolise alfa.

Ao exame de esfregacos corados pelo metodo de GRAM
observou-se a presenca de bacilos GRAM positivos, retos ou
ligeiramente curvos, isolados ou em cadeias curtas.

Nos cortes de amigdalas, baco, cérebro e linfontg -
dios e nos esf cgacos de culturas, corados por anticorpos
fluorescentes, ohservou-se a presenca de organismos dc cor
verde-brilhante, idénticos aos observados em laminas contro-
les feitas com material positivo e esfregacos de culturas de
referencia.

0s resultados das provas bioquimicas foram cs se -
guintes: as amnstras foram negativas as reagoes de VM e VP,
nao produziram nitratos, catalase e indol, produziram H2S ,
actdificaram ligeiramente o leite tornassolado e fermentaram

glicose, galactose e levulose sem produgao de gas. Mostraram
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-se imoveis e nao esporulados.
0s camundongos inoculados com cada uma das amos -
tras apresentaram conjuntivite intensa, incoordenagao motora
e 1napet§ncia e morreram dentro de 48 horas. Culturas cm a -
gar 3C de sangue cardiaco destes animais revelaram crescimen
to de colonias identicas as obtidas com material de suincs.
Camundongos inoculados com as amostras liofiliza -
das autdctones e de refertncia apresentaram os mesmos sinto-
mas descritos acima, observando-se que os inoculados com a-
mostras AV e PT morreram em cerca de 36 horas e o0s inocula -
dos com amostra EVA nao apresentaram sintomas da doenca.
Suinos suscetiveis inoculados por via intradermica
com culturas recem jsoladas apresentaram, quatro dias apos ,
eritema intenso no local da inoculacao, hiperemic e hiperter

mia.

4.2. Contagens bacterianas, titulacoes e testes de

potencia

0s resultados da contagem bacteriana das varias a-
mostras nos quatro meios de cultura incubados a 37 9C por 24
e 48 horas sao apresentados nas Tabelas I a VII.

0s resultados das titulacoes das amostras uttliza-
das para desefio, calculadas pelo metodo de REED & MUENCH
(1938), sao .-presentados na Tabela VIII.

0s esultados dos testes de potencia em camundon -
gos das diversas partidas de vacinas preparadas com as amgs-

tras de E. rhusiopathiae em tres diferentes meios de cultura

sao apresentados nas Tabelas I, II, IV, V e VII.
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TABELA I - NGmero de bactérias / ml do meio I, apo: 24 ho-
ras de incubacao e resultados do teste de poten
cia em camundongos, segundo as amostras de
E. rhusiopathiac ¢ as diluicoes das varinas nre

paradas no mesmo melio.

Numero do¢ baclerias Diluicoes da vacina

Amostra 6 - - -
x 10 [:30 1:90
AY 5250 0/15 1/16
BC 2950 0/15 1/15
BM 350 0/13 0/15
LR 450 0/14 0/14
op 1650 0/14 0/156
PM 800 1/15 0/15
PT - 1/14 0/15
PA 3700 C0/15 2/16
RE 8950 0/15 1/15
SE-9 100 1/14 0/15
WB €250 0/14 1/13
Nao vacinado - 0/16 0/16

Numerador: n.mero de sobreviventes

Denominador:n mero de dcsafiados
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TABELA I! - Numero de bacterias / ml do meio I, apos 24 horas
de incubacao ¢ resultados do teste de potencia em
camundongos, segundn as amostras de E.

rhusiopathiae e as diluicoes das vacinas prepara-

das no mesmo meio.

Numero de bacterias Diluicoes da vacina

Amostra X 10° U
N D 1:30 1:90

AY 5250 0/16 0/16 0/16
PA 3700 /16 0/156 06/16
RE 950 0/16 0/16 0/16
SE-9 100 1/14 0/15 0/13
Vac. Referencia - 13716 1/16 1/16
Nao Vacinado - 0/16 0/16  0/16

Numerador : numero de sobreviventes
Denominador: numero de desafiados
ND : Nao diluida.




TABELA III - Numero de bactérias / ml no meio II, apcs
24 e 48 horas de incubacao, segundo as

amostras de E. rhusiopathiae.

[
Nimero de bactérias x 10°

Amostra o
24 h inc. 48 h inc.
AV - 17100
BC 100 6650
Op 1729450 13950
PA 3950 2050
$-192 2 150

SE-9 1050 7250
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TABELA IV - Numero de bacterias / ml do meio III, apos 24 e 48
horas de incubacgao e resultados do teste de poten-
cia em camundongos, segundo as amostras de E.

rhusiopathiae e as diluigoes das vacinas prepara -

das no mesmo meio.

- - 6 ca .
Numero de bacterias x 10 Diluicoes da vacina

Amostra e

24 h inc. 48 h dinc. N D 1:30
AV 30040 1000 0/13 0/13
BC 15040 1000 - -
BM 2500 500 0/16 /16
CN5486 1000 310 /16 0/16
NF3 b8l 500 - -
0P 100 300 0/10 0/11
PM 500 500 . - -
PT 513 50 /16 /16
PA 1250 300 0/13 0/12
RE 950 500 ' - -
5-192 1200 29 - -
SE-Y 50 a4L0 [ /1 /14
Vac.Comercial 1 - - 13/16 1/16
Vac.Cor _vr~ial 2 - - 11/16 0/15b
Nao Vacinado - - 0/16 0/16
Numerador: numero de sobreviventes

Denominador: numero de desafiados
ND : nao diluida




TABELA V- Numero de bacterias / ml do meio I1], apés 24 e 48
horas de incubacao e resultados do teste de potén-
cia em camundongos, segundo as amostras de E.
rhusiopathiae e as vacinas nao diluidas preparadas
no mesmo meio.
Numero de bacterias x 10b Vacina nao

Amostra 24K inc. @8 h inc.  diluida

AY 6000 100 0716

BC 900 300 1/16

BM 450 2150 1/16

CN5486 1180 100 0/16

EVA 500 - 8/16

LR 4000 2160 0/16

NF4 100 100 0/16

op 1000 ' 30 0/16

PM 300 3000 /16

PT 200 . 300 0/16

PA 300 14000 0/16

RE 6000 1200 0/76

S-192 1000 10 1/16

SE-9 3000 300 3/16

WB 1000 410 -

Vacina de Referencia - - 11/16

Vacina Comercial 1 - - 15/16

Nao Vacinado - - 0/16

EVna Incubada por apenas 24 horas

NUKerads Ndmero de sobreviventes

Beoiinadsr . Numero de desafiados




TABELA VI - Numero de bactérias /7 ml no meio v,
apos 24 horas de incubacao e concentra-
¢ao com CMC, sequndo as amostras de

E. rhusiopathiae.

Numero de bacterias

Amostra . ]06
AY 8000
BC 2000
BM 28000
CN5486 1000
EVA 3000
IB 6000
LR 110000
NF4 16000
oP " 15000
PM 30000
PT 6000
PA 17000
RE 4000
S-192 170

SE-¢ 10000
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TABELA VII Numero de bacterias / ml do meio IV, apos 24
horas de incubacao e concentracao com CMC e
resultados do teste de potencia em camundon-
gos, sequndo as amostras de £. rhusiopathiae
e as vacinas nao diluidas preparadas no mes-
mo meio.

Numero de hacte- Vacina nan
Amostra rias x 10° diluida
AY 5000 6/16
BC 5000 4/16
BM 3000 1/06
CN5486 3000 3/16
EVA 300 16/16
IB 3000 1/16
LR 1200 . 7/16
NF4 1120 8/16
opP 270 6/16
PM 3000 ' 9/16
PT 4000 1/10
PA 160 3/16
RE 770 5/16
SE-9 2500 5/16
WB 20 -
Vacina de Referencia - 16/76
Nao vacinado - 0/16

Numerador

Defdmiinadar:

numero de sobreviventes

nimero de desafiados.




o -~ E.
X )
TABELA VIII - Titulos das amostras usadas para desafio,
calculados pelo metodo de REED & MUENCH
(1938).
Amostra Meio de cultura Titulo DL50/0,5ml
“pool" de
AV,BM e PA 1
) -7
10 3
WB I 073,63
WB 111 1073375
WG 11 197237
-5,166

WB v 10
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5. DISCUSSAO
5.1. Isolamento das amostras IB e LV

No foco LV observou-se forma septicemica aguda em
animais de dois meses de idade, diferindo de outros focos on
de esta forma foi observada em animais dc terminacac e de re
producao. Como neste foco foi diagnosticada peste suina afri-
cana pelo laboratorio do M.A., e possivel que a erisipela te
nha se tornado evidente apos infeccao com o virus da peste
suina africana, o que teria acarretado queda de resistencia

dos animais e consequente multiplicacao de E. rhusiopathiae,

provavelmente presente nas amigdalas de animais S3ao0s.

No frco IB observou-se o mais alto indice de morta
lidade, devidr a diagnostico inicial incorreto de peste sui-
na africana, ' ao se adotande de imediato medidas especificas
de controle. £ ‘retanto, apos medicacao com antibioticos(pe~
nicilina-estrep 'micina) e verificacao de total recuperacao
dos animais medic.dos logo apos o aparecimentc dos sintomas,
novas remessas de orgaos e de soro foram feitas ao laborato-
rio do M.A., com resultado negativo para peste suina africa-
fid; ¥ifido tofAfirfimar as suspeitas de erisipela suina. E possi
¥el qie 8steé ‘ebanho seja altamente suscetivel, 3@ semelhanca
de obsBFyagbes feitds por REIS et alii (1977).

Os resultadosdas provas culturais e bioguimicas
feitas com culturas de IB e LV sdo semelhantes acs cbtidos
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por MELLO & SOUZA (1931), ALBUQUERQUE (1956), CASTRD el alii
(1963 e 1972), FREITAS et alii (1976) e REIS et alii(1976 e
1977).

0s camundongos inoculados com as duas amostras a-
presentaram sintomas clinicos semclhantes aos descritos  por
CASTRO et alii (1972) e RELS et alvi (19//} e morreram den -
tro de 48 horas.

Suinos inoculados por via intradermica apresenta -
ram sintomas semelhartes aos descritos por REIS et alii(1977)

Das amostra de E. rhusiopathiae Ii.filizadas e i-
noculadas em camundor gos observou-se que AV e PI sao mais pa
togenicas, pois causaram morte destes em tempo bem mencr do

que as outras (36 horas).
5.2. Meios de cultura

A escolha de um meio de cultura apropriado para ob-
tencao de um antigeno de boas qualidades imunogenicas € ma-
ior crescimento de germes @ fundamental (MUROMCEV, 1948). Is
to nos motivou a testar alguns meios de cultura descritos na
literatura, introduzindo-se porem algumas modificacoes. FECH
NER (1966) relata um meio de cultura cuja formula correspon-
de ao meio I, no qual se empregou peptona a 1 7. TRUSZCZYNS-
KI (1961) cultivou quatro amostras de E. rnusiopathiae em

meio contendo caldo de carne de cavalo com 10 % de soro equi
no e obteve cerca de 444 x 106 germes por mi, o que foi supe
rado por varias amostras utilizadas neste trabalho. ANDD et
alii (1959) recomendam a adicao de Tween 80 aos meios de cul
tura, com finalidade de acelerar o crescimento bacteriano, O
que serviu de suporte para os meios II, IIl e IV. Entretantg
substituindo a peptona do meio 1 pelo Tween 80 no meio II ob
servou-se gue houve crescimento bem menor neste meio. DEEM
(1936) propos a adicao de triptofano e extrato seco de leve-
dura aos meios de cultura para estimular o crescimento bacte
riato com um minimo de floculacao, fato que levou ac uso des
tes elementos nos meios III e IV, com bons resultados, sendo
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que o meio IIl se assemelha em sua composicao ac meio utilti-
zado por WHITE & VERWEY (1370), para produgao de antigeno de

E. rhusiopathiae. Comparando os resultados cbtidos e apesar

do meio IIIl ser um meio muito mais rico, nao se cbservou mui
ta diferenca entre o crescimento das amoslras nos meios [ e
II1. O meio IV foi utilizado com a mesma composicao indicada

por SILVA (1980), ndo se conseguindo, porem, obter o mesmo

]2), apesar de

nimero de germes verificado por ele (1,2 x 10
se observar melhor crescimento das amostras neste meio. En -
tretanto, houve varia:oes nos periodos de incubagaoc, que fo-
ram de 12 a 18 horas no trabalho de SILVA (1980) e de 24 ho-
ras no presente trabalho, fato este que poderia causar esta
diferenca, ja que se observou, pelos resultados das conta-
gens realizadas nos meios Il e III que, de um modo geral s
houve diminuicao do nimero de germes com o aumento do perio-
do de incubacao com a maioria das amostras, motivo que nos
levou a incubar as culturas em meioc IV por apenas 24 horas
CASTRO et alii(1972) tambem incubaram suas amostras por 24
horas e STEFFEN (1951) encontrou o maibr numero de organis -
mos atenuados em cultura de 24 horas em caldo de carne de ca
valo com 1 % de peptona e 0,1 % de glicose. Entretanto
TRAUB (1949), ao preparar sua primeira vacina formolizada
incubou culturas por 48 horas. Fste tempe tambem foi utiliza
do por TRUSZCZYNSKI (1961}, com resultados menores que 0s ob
tidos neste trabalho. Apesar das divergencias, acredita - se
que o melhor periodo de incubagao e de 24 horas, pois apos
este tempo observa-se queda acentuada do pH dos mefos incuba
dos para 6,5, verificado nos mejos II e III incubadns por
mais de 24 horas, quando foi encontrade por diversos autores
inclusive STEFFEN (1957) e SILVA (1980) que o pH que promove
otimo crescimento de E. rhusiopathiae e de /7,6

Das amoustras utilizadas neste trabalho, obteve -se
0 melhor crescimento na maioria dos meios de cultura com a
amostra AV e o menor com a amostra S$-192, mostrando a tenden
cia de certos tipos de E. rhusiopathiae de apresentarem me-

Thor crescimento em qualquer meio de cultura, desde que enri
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quecido com soro equino, havendo melhor desenvolvimento da a
tividade imuncgenica das bacterias (BECKER, 1960) e da potég
cia das vacinas (GLEDHILL, 1952).

5.3. Titulacoes das amostras para desafio

O titulo mais alto da amostra para desafioc foi ob-
tido por cultura de amostra WB em meio IV e o mais baixo em
meio III, isto e, a arnstra no meio IV foi capaz de matar ng
mero maior de camundon;os em diluicoes mais altas do que no
caso da cultura em me o III. Verificando os resultados das
contagens da amostira nos referidos meios, observa-se qgue hou
ve menor crescimento da amostra no meio IV. Isto poderia Te-
var a se pensar gue o meio IV permite que a amostra WB 5e
torne mais patogenica para camundonqgos do que no meio II1
apesar de evidenciar um menor crescimento de germes. Para o
desafio dos camundongos vacinados utilizou-se em todos os es -
gquemas de vacinagao a dose de 100 DL50, conforme normas do
USDA (1974). '

5.4. Vacinacgoes

As bacterinas produzidas com culturas em meio I
foram diluidas inicialmente a 1:30 e 1:90, conforme recomen-
dagoes do USDA (1974), mas verificou-se que praticamente nao
houve protecgao des animais vacinados e repetiu-se a vacina -
cao utilizando diluicoes mais baixas {(nao diluida, 1:30 e 1:
90), obtendo-se o mesmo resultado, exceto para a vacina de
referencia, que protegeu 13 dos 16 animais vacinados com va-
cina nao diluida e 1 em 16 animnais nas outras diluicoes

Na vacinacao com bacterinas preparadas em meic 1]
utilizou-se bacterina nao diluida e na diluicao 1:30, tambem
sem resultados satisfatorios, exceto para a vacina comercial
1, que protegeu 13 em 16 animais vacinados com bacterina nao
diluida e 1 em 16 na diluicdo 1:30 e para a vacina comercial
2y gque protegeu 11 de 16 animais vacinados com bacterina nao
diluida.
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As outras vacinacoes foram realizadas apenas com
vacina nao diluida, com os mesmos resultados, exceto para as
vacinas de referencia e comercial | e para a vacina avirulen
ta viva EVA, que protegeu metade dos camundongos vacinados
guando produzida em meio [II e todos os animais yuando produ
zida em meio IV.

A vacinacao realizada com bacterinas produzidas em
meio IV forneceu relativa protecao aos camundongos , apesar
dos resultados na~ se enquadrarem na avaliacao proposta pelo
USDA para bacteriris de boa qualidade.

0 USDA {1974) considera valido para bacterinas e
vacinas avirulentas vivas testes de potencia em camundongos
e suinos, mas as opinioes sao divergentes quantc a validade
do teste em camundongos. 0s resultados obtidos no presente
trabalho, apesar de se tentar varios meios de cuitura dife-
rentes, no sentido de se obter bacterinas mais eficientes ,
nac foram satisfatorios. Resultados pouco satisfatorios tam--
bem foram obtidos por BAIREY (197?) e BAIREY & VOGEL (1973),
que testaram 13 bacterinas ¢m suinos e.camundongos ¢ verifi-
caram serem todas elas satisfatﬁrias para suinos e apenas se
te o foram para camundongos, 0 gue proporcicna um indice de
correlagao de 53,8 %. Eles acreditam gue o teste em camundon
gos poderia desqualificar bacterinas que poderiam conferir i
munidade em suinos. OSE (1972) considera o teste de potencia
em suinos muito mais efetivo que o realizado em camundongos,
visto o produto final destinar-se a suinos. MARTINEZ {1958},
avaliando bacterinas e vacinas vivas avirulentas, verificou
que nem todas as amostras utilizadas para sua producao indu-
ziram imunidade, mas que as avirulentas foram mais eficazes
que as bacterinas. Em 1954, SHUMAN realizou testes de poten-
cia em camundongos com duas series de bacterinas, utilizando
porem, 200 DL50 como desafio e obteve resultado decrescente
de protecao com o aumento da diluicdo da vacina.

Qutros autores realizaram testes de bacterinas em
camundongo, mas seguindo esquemas diferentes gue os do USDA
(1974), com resultados satisfatorics (TRAUB, 1949; KATITCH ,
1952; HOCHSTEIN-MINTZEL, 1965), ou com resultados insatisfa-
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torios (TRUSZCZYNSKI, 1961; WOODR, 1959 ; GLEDHILL , 1952 )
TRAUB (1949) considera gue as amostras capazes de produzir
boas vacinas sao as do grupo B, gue formam antigenos solu -
veis no 1iquido sobrenadante, fato constatado por WHITL &
VERWEY (1970), que conseguiram protecao dc 100 % de camundon
gos vacinados com liquido sobrenadante filtrado de cultura a
virulenta de t. rhusiopathiae. [Cstes resultadcs ncs Tevaram
a adicionar o hidroxido de aluminio ao liquidc sobrenadante
de culturas producidas em meio [V, com finalidade de precmo-
ver adsorcao de an.igeno soluvel possivelmente presente no
mesmo, antes de se adicionar o hidroxido de aluminio ao sedi
mento inicial de cultura. E possivel que os resuitados melho
res obtidos com os testes de potencia de bacterinas produzi-
das em meio iV se devam a presenca destes antigenos soluveils
no 1iquido sobrenadante, o que nao se obteve com outras bac-
terinas, onde o liquido sobrenadante foi desprezado.

Um dos problemas, Lalvez, ocorridos neste trabalho
foi o de nao sc ter efetuado antes da produgao de vacinas,
testes com finalidade de se cconhecer os scorotipns das amos-
tras autoctones, ja que, segundo FECHNER (1966) so as amos-
tras de E. rhusiopathiae do tipo B e que se prestam para pro

dugao de bacterinas.

0s resultados obtidos com a vacina viva avirulenta
foram satisfatorios, fato confirmando os achados de GRAY &
NORDEN (1955). Outros autores trabalharam com amostras aviry
lentas, obtendo resultados satisfatoriocs com aplicacao das
vacinas em camundongos ( KRAUSS et alii, 1900; ZUFFA et alii
1960) .

As bacterinas produzidas com amostras de referen -
cia, todas do tipo B, tampouco forneceram resultado. satisfa
torios no teste de potencia em camundongos, ercelo a amostra
SE=9, que mostrou aiguma protecao guando preparada em meios
111 e IV e as amostras NF4 e CH5486, inoculadas em meio IV.
E possivel que estas amostras de referencia nao se enquadrem
nos requisitos de TRAUB (1949) e FECHNER (1966) para amos -
tras boas produtoras de bacterinas.
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6. CONCLUSOES

1. Existem variacoes nos diversos meios de cultura

inoculados com as amostras de E. rhusiopathiae. Verificou=se

maior crescimento da maioria das amostras no meio IV, incuba
do a 37 9C por 24 horas e concentrado com CMC na concentra =
cao final de 0,18 %.

2. Para produc¢ao de bacterinas autoctones utiliza-
das em testes de poténcia em camundonggs & necessario tipifi

car as amostras de E. rhusiopathiae por testes de hemoagluti

nagao ou precipitacao, com finalidade de se utilizarem ape -
nas as amostras do tipo B, melhores produtoras de bacterinas.

3. 0s testes de pcténcia de bacterinas e vacinas
vivas avirulentas contra erisipela devem ser conduzidos em
suinos e nao em camundongos, nos quais resultaram insatisfa
torios para as bacterinas, apesar de resultarem satisfato -
rios para a vacina viva avirulenta, uma vez que estes produ-

tos se destinam a imunizacao de suinos.
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