Eduardo Henrique Moreira Lima

AVALIAGAO DA EFICIENCIA DE VACINAS ANTITETANICAS DE
USO VETERINARIO

Dissertacado apresentada a Universidade Federal de
Minas Gerais, Escola de Veterinaria, como requisito
parcial para obtengdo do grau de Mestre em
Medicina Veterinaria.

Area: Medicina Veterinaria Preventiva

Orientador: Prof. Francisco Carlos Faria Lobato

Belo Horizonte
UFMG - Escola de Veterinaria
2006



L732a

Lima, Eduardo Henrique Moreira, 1977.

Avaliacao da eficiéncia de vacinas antitetanicas de uso veterinario / Eduardo
Henrique Moreira Lima. — 2006.

18p. :il.

Orientador: Francisco Carlos Faria Lobato

Dissertacado (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de
Veterinaria

Inclui bibliografia

1. Tétano — Teses. 2. Clostridioses — Vacinas — Teses. 3. Toxinas — Teses.

4. Vacinas veterinarias — Teses. |. Lobato, Francisco Carlos Faria. Il. Universidade
Federal de Minas Gerais. Escola de Veterinaria. Ill. Titulo.

CDD - 636.089 5372










Dedico este estudo a Deus, aos meus maravilhosos pais,

ao meu unico irmdo Sérgio, aos meus amores Alice e Henrique,
meu grande mestre Francisco Lobato e a todos que se esforcam
em busca de uma meta real.

AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar agradeco a Deus por permitir minha vinda a esse mundo e poder desfrutar
das ferramentas que ajudam a construir o homem cidadao.

Agradeco aos meus Pais que tanto se empenharam em minha criacdo, se dedicaram muito
abrindo mao de tantas outras coisas para que nos pudéssemos construir minha vida e
chegarmos até aqui.

Agradeco muito a minha fiel companheira Alice, minha esposa, que sempre esteve ao meu
lado em todos os momentos, me incentivando, me estimulando a crescer e ajudando a elaborar
um mundo melhor.

Em especial ao meu filho Henrique, que foi o combustivel desta caminhada e sera por toda a
minha vida...

Ao meu unico irmao, Sérgio Henrique, que nos momentos mais complicados esteve ao meu
lado de verdade e agradego principalmente as ajudas financeiras.

O agradecimento principal vai para o Dr. Francisco Lobato, meu professor, amigo, mestre,
exemplo de vida, que me acolheu, me mostrou o caminho da ciéncia e me colocou nos trilhos.
Minha gratidao por ele é inestimavel.

Gostaria de agradecer a todos os médicos veterinarios, em especial ao meu sogro Cornélio
Junqueira Maciel, exemplo de tudo...

Agradeco a minha grande companheira de guerra Luciana Aramuni Gongalves, tenho um
aprego muito especial por ela e por tudo que ja fez por mim.

Ao LANAGRO, FUNED, UFMG, ICB, Escola de Veterinaria, EMBRAPA e a todas as
instituicbes que contribuiram para minha formacgao.

A todos os discentes e docentes que estiveram e ainda estdo ao meu lado, pois a vida nao
teria fundamento sem estas pessoas que estdo ao nosso redor, nos fazendo estudar e crescer
e compreender como o mundo realmente funciona.

Aos meus colegas do Laboratério de Bacteriose, varias geragbes, em especial ao Felipe
Masiero.

A todos os funcionarios de todos os departamentos e instituicoes.



SUMARIO

= U] 07
N = 1S I X O 07
1. INTRODUGAO.........cucieerrrrccetisesesssssesessssssssssssssessssssssssssssssensesssssenssssssssasssssensnns 08
2. REVISAO DE LITERATURAL ........coetitceteesseessasssssssssssessssssssssssssssssssssssnsessssasanes 09
3. MATERIAL E METODOS ........cciuceueceemrsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 11
3.1. [WoTor= | I (W (=Y-1172=Toz= To Wo o W=V d o 1=T 410 0= ] (o 1 11
3.2. YT 4= TSP 11
3.3. RV 2 Le3 0 F= LS PRI 11
3.4. Amostras de Clostridium tetani, toxina, toxdide e antitoxina padrao..................... 12
3.5. Diluicdo do toxodide de refer@ncia ..........cccuveeeveeeeiiiiceeee e 12
3.6. =YL e LT o0 L (U = T 13
3.7. Cultivo e manutencao das sementes de Clostridium tetani..............cccccceeeeeeunnn.... 13
3.8. Producgdo de toxina tetaniCa ..........oeeii i 13
3.9. Selegdo da semente € tOXING ........eeiiiiiiiiiii e 13
3.10. Curva de crescimento das sementes de Clostridium tetani medida por 13
(o =T oIS o F=To (Yo ] (o= SRR 14
3.11. Confirmacéo do tipo de toxina produzida e da toxina padréo ...............cccceuuvnneee. 14
3.12. Padronizagao da toxXina Padrao ...........ccccviiiiiii e e 14
3.13. INOCUIdade das VACINGS .......c.uuiiieiiiiie et eee e s es 14
3.14. Esterilidade das VaCiNas ............oueiiiiiiiii e 14
3.15. Esquema de vacinagdo e sangria dos coelhos e cobaios para avaliagdo do 14
L(0) o]0 (=38 (=Y =1 o 1o TN 14
3.16. Teste de POtENCIA O SOTO .....cooiiuiiiiiiiiiiie e 14
4, RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ccouieirrreeiresaesesnessseessssssssssssssssssssssssssssasanes 15
5. CONCLUSOES..........coetrueirerneeeesssssesssss s s sessssssessssssssssssssssensssssssensssssssssessssnsnnes 17
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .........ccovereetrecaresesssssesssessssssesssssesssssssssnens 17
LISTA DE TABELAS
Tabela1 Composigao das vacinas contra clostridioses e controles utilizados..................... 12
Tabela 2 Titulos de antitoxina tetanica em pool de soro de coelhos e cobaios vacinados.. 16
LISTA DE FIGURAS
Figura1  Concentragéo celular de Clostridium tetani em DO a 600 nm, de acordo com o

tempo de iNCUBAGAOD (N) .....cueiieeieeee e 15




RESUMO

O tétano é uma sindrome neurolégica infecciosa ocasionada pela agédo da toxina tetanica,
produzida por Clostridium tetani, que age no sistema nervoso central, caracterizando-se por um
quadro de paralisia espastica. Neste trabalho foi avaliada a poténcia de oito vacinas comerciais
contra clostridioses que continham em sua composi¢do C. tetani, pela titulagdo da antitoxina
teténica em soro de coelhos e cobaios vacinados através da técnica de soroneutralizagdo em
camundongos. As vacinas codificadas como T2, T4, T5 e T8 apresentaram, em coelhos e
cobaios, titulos superiores ao nivel minimo exigido no teste de 2,5 Ul/ml, recomendado para
controle desse produto. As vacinas T1, T3, T6 e T7 nao induziram titulos protetores. Os
resultados demonstram que 50% das vacinas contra C. tetani testadas, comercializadas no
Brasil, foram ineficientes em estimular titulos sorolégicos compativeis com os niveis de teste
recomendado.

Palavras-chave: clostridioses, tétano, toxina tetanica, vacina.
ABSTRACT

Tetanus is an infectious neurological syndrome caused by the action of the tetanus toxin,
produced by Clostridium tetani, which acts in the central nervous system, characterizing itself
for a spastic paralysis. The antibody response to the C. tetani component of eight commercial
vaccines was evaluated by the mice serum neutralization test with rabbit and guinea pigs sera.
The codified vaccines T2, T4, T5 and T8 induced titles of C. tetani antitoxin superior to the
recommended minimum title of 2,5 IU/ml. The vaccines T1, T3, T6 and T7 did not induce
protection titles. The 50% of the C. fetani vaccines commercialized in Brazil were unable to
induce the minimum antibody response recommended for the approval of the product.

Key words: clostridiosis, tetanus, tetanus toxin, vaccine.



1. INTRODUGAO

Dentre as doengas bacterianas causadas
por anaerébios, as clostridioses estao entre
as que mais preocupam os criadores devido
as perdas econdémicas que determinam.

Infecgdes clostridiais tomam muitas formas
e permanecem como um problema comum
para produtores, veterinarios de campo e
pesquisadores (Songer, 1997).

Clostridium tetani, microrganismo
anaerobio, faz parte do quadro dos agentes
etiologicos responsaveis pelas clostridioses
e é responsavel pelo tétano. Encontra-se no
trato digestivo dos animais e no solo e
possui a propriedade de resistir na natureza
por longos periodos na forma de esporos,
tornando a erradicagdo da enfermidade
praticamente impossivel.

O tétano tem distribuicdo mundial e todas as
espécies animais de interesse zootécnico
sdo sensiveis a doenca. Caracteriza-se por
uma sindrome neurologica infecciosa
ocasionada pela agao da toxina tetanica ou
tetanopasmina, produzida por C. tetani, que
age no sistema nervoso central. A toxina
teténica e a toxina botulinica sdo as mais
potentes toxinas bacterianas conhecidas
(Schiavo e Montecucco, 1997). Existe uma
diferenca de susceptibilidade ao tétano
entre as espécies animais, por exemplo, os
passaros sao refratarios e os equinos sao
0s mais susceptiveis.

A patogenia do tétano envolve a
contaminagdo de feridas por esporos do
microrganismo que encontram condicdes
favoraveis, germinam e secretam a toxina.
Pode ocorrer também o tétano idiopatico,
sem identificacdo da porta de entrada para
0 agente, com baixa incidéncia. A toxina
tetdnica € captada por terminagdes
nervosas periféricas e, de maneira
retrograda, é transportada através do axdnio
até os neurbnios motores espinhais. Nessas
células é capaz de impedir a liberacdo de
neurotransmissores, principalmente glicina,
através da ocupagdo das fendas pré-
sinapticas. Assim, a auséncia do
neurotransmissor, resulta em descargas

excitatérias continuas e a contragao
muscular € mantida. Em alguns casos, n&o
sO o0s neurbnios motores espinhais sao
acometidos, mas também estruturas
nervosas autbnomas.

O controle e a profilaxia do tétano devem
basear-se em medidas adequadas de
manejo e principalmente, na vacinagao dos
animais utilizando-se imundgenos
eficientes, j@ que os animais estdo em
permanente contato com o agente e com os
fatores que poderdo desencadear a
enfermidade. Animais vacinados pela
primeira vez devem receber uma ou duas
doses de reforco, independente da
susceptibilidade da espécie. Em casos de
intervencdes cirurgicas, os animais devem
ser vacinados com antecedéncia de pelo
menos seis semanas para desenvolverem a
protecdo adequada contra o tétano.

No Brasil sdo comercializadas vacinas
clostridiais que sdo compostas por multiplos
antigenos e sdo usadas como estratégia
frente a uma variedade de agentes e/ou
suas toxinas. Essa tendéncia atual de se
usar vacinas combinadas visa minimizar os
problemas de manejo, estresse, reacdes
anafilaticas locais e traumas nas
inoculagdes, entretanto, o uso de vacinas
com multiplos antigenos pode interferir na
eficiéncia das respostas imunolégicas dos
animais.

Trabalhos realizados por Lobato et al.
(1998) com toxoides botulinicos dos tipos C
e D, Azevedo et al. (1998) e Lobato et al.
(2000) com vacinas contra C. perfringens
tipo C e D, Balsaméao (2001) com vacinas
contra C. sordellii e Nascimento (2003) com
vacinas contra C. novyi tipo B,
demonstraram um baixo poder imunogénico
das vacinas produzidas no Brasil.

Dentre os inumeros antigenos clostridiais
das vacinas comercializadas no pais,
somente Clostridium chauvoei e os toxoides
botulinicos tipos C e D s&o testados
oficialmente pelo Ministério da Agricultura
Pecuaria e  Abastecimento  (MAPA),
portanto, a qualidade dos demais antigenos



€ de responsabilidade das industrias
produtoras.

No periodo de 1991 a 2000, um bilhdo cento
e noventa e trés milhdes de doses de
vacinas polivalentes contra clostridioses
foram submetidos ao controle oficial,
comprovando a grande utilizagdo dessas
vacinas por parte dos produtores rurais.

O aumento significativo na produgao de
imunobiolégicos se deve a intensificagdo e
modificagcdo do sistema de exploragéo
agropecuaria ocorrida no Brasil, o que levou
ao aparecimento de novas doengas e
recrudescimento de outras.

O estabelecimento do Mercado Comum do
Cone Sul — MERCOSUL - impbe aos
paises membros uma tomada de posigao
mais enérgica em relagdo ao controle de
qualidade dos insumos agropecuarios e
produtos biolégicos, entre o0s quais as
vacinas, sobretudo em funcédo do acelerado
intercambio de animais entre esses paises
e, consequentemente, maior difusdo de
doengas.

Por essas razbes faz-se necessario a
introdugao e padronizacao de testes para os
outros antigenos presentes nas vacinas
contra clostridioses que sao
comercializadas sem controle oficial.

Diante de uma produgéo e comercializagao
expressiva de vacinas contendo toxdide
tetanico, bem como da importancia da
doengca em relagdo a saude animal, o
presente trabalho teve por objetivo avaliar a
poténcia de vacinas clostridiais
monovalentes e combinadas que
contenham em sua composicao toxoide
tetanico.

2. REVISAO DE LITERATURA

Clostridium tetani € uma bactéria Gram
positiva em forma de bastonete, medindo
em média 3,4 um de comprimento por 0,5
pum de largura, com extremidades
arredondadas e que forma frequentemente
longos filamentos. Os esporos com forma

em plectridio sdo o que da ao bacilo
esporulado o aspecto de alfinete ou
baquetas de tambor (Bier, 1975).

O microorganismo € sensivel as altas
temperaturas e a presenca de oxigénio. Os
esporos, ao contrario, sdo resistentes ao
calor e usualmente aos anti-sépticos.
Podem sobreviver quando autoclavados a
121° C durante 10 a 15 minutos e séo
relativamente resistentes ao fenol e a outros
agentes quimicos.

C. tetani é o agente etiologico do tétano que
€ uma toxemia causada pela neurotoxina
tetanopasmina produzida pela bactéria.
Quase todos os mamiferos sdo suscetiveis
a esta doenga. Os passaros sao refratarios,
sendo que a dose letal para pombos e
galinhas, por exemplo, é cerca de 300.000
vezes maior que a dose para um equino. Os
eqlinos sdo 0s mais suscetiveis dentre as
espécies domeésticas de interesse
veterinario. Em geral, a ocorréncia de C.
tetani no solo e a incidéncia do tétano no
homem e no cavalo, sdo maiores nos locais
mais quentes dos varios continentes.

C. tetani produz duas toxinas, a
tetanopasmina e a tetanolisina. A
tetanopasmina é responsavel pelo quadro
nervoso que causa necrose e lise de
glébulos  sanguineos, agravando e
complementando o desenvolvimento da
enfermidade (Demain et al, 2005).

A tetanopasmina, com peso molecular de
150 kDa é hidrolisada pelas peptidases de
C. tetani em dois peptideos de 53 e 107
kDa. Os peptideos penetram nas células
nervosas em grande quantidade e
bloqueiam a realizagao da
neurotransmissdao de sinapses inibitorias.
Esse bloqueio causa  desregulacéo
excitatéria na atividade sinaptica de
neurdnios, resultando em paralisia espastica
(Demain et al., 2005).

A tetanopasmina, principal toxina tetanica, é
uma potente neurotoxina que inibe a
liberagdo de neurotransmissores nas
terminagbes nervosas pré-sinapticas. A
toxina é composta por uma cadeia pesada e
uma leve que estdo unidas via ponte



dissulfidica. A liberagdo da cadeia leve
causa bloqueio da liberacao do
neurotransmissor. A cadeia leve pode agir
como uma metaloprotease, demonstrando
que o bloqueio da neurotransmissao pela
toxina tetanica em terminagdes nervosas
isoladas esta associado com a protedlise
seletiva da sinaptobrevina, uma membrana
protéica integral de vesiculas sinapticas.
Nenhuma outra proteina parece ser afetada
pela toxina tetdnica. A clivagem da
sinaptobrevina evidencia o mecanismo de
acao molecular da toxina tetanica (Link et al.
1992).

A toxina tetanica se fixa na placa
neuromuscular, produzindo diminuigdo do
potencial pré-sinaptico, ao ligar-se aos
neurdnios pré-sinapticos inibitérios, impede
a liberagdo de  acetilcolina  pelas
terminagbes nervosas no musculo. A
progressiva diminui¢do da inibicdo neuronal
resulta em desenvolvimento de um grau
extremo de excitabilidade em todo o sistema
nervoso, inclusive o auténomo. O bloqueio e
a perda funcional de tais neurdnios
inibitérios fazem com que os neurdnios
motores aumentem o tdénus muscular,
produzindo rigidez e espasmo (Patifio,
1999).

Por mais expressiva e eficiente que seja a
profilaxia, ha varios anos o tétano continua
ocorrendo, mesmo que esporadicamente.
Embora ndo existam dados que discorram
fielmente sobre numeros, é estimado que
aproximadamente 70% dos animais
acometidos morram a cada ano ocorrendo
perdas significativas em animais de
producéo (Cox et al. 1995).

Hendriksen et al. (1994) estudaram técnicas
para avaliar a poténcia do toxoide tetanico
em vacinas simples e multivalentes para
uso veterinario. As técnicas in vitro
descritas, para deteccao de titulos de
anticorpos tetanicos, foram o ELISA indireto,
teste de inibigdo da banda da toxina (ToBI)
e a hemoaglutinagdo passiva (HA). A
técnica in vivo citada foi a neutralizagdo da
toxina (TN) em camundongos. As técnicas
in vitro e a TN foram capazes de detectar
niveis de anticorpos que variaram entre 2,6
— 266 Ul/ml.
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Coplu et al. (2004), em um estudo
soroepidemiolégico, combinaram o método
in-house ELISA com o teste de aglutinagéo
de particulas (KPA) para comparar com o
teste de neutralizacdo da toxina em
camundongos. Obtiveram resultados que
comprovaram a alta correlagdo (r=0,968)
entre a combinagdo das técnicas in vitro
com o teste in vivo.

Os tipos de toxina produzidos podem ser
confirmados pela técnica de toxinotipia que
relaciona toxina e antitoxina homdloga
utilizando-se o bioensaio em camundongo.
Os animais deverao permanecer vivos para
confirmacdo do tipo de toxina analisado
(Batty e Glenny, 1947).

A prevencgao das clostridioses nos animais
por meio de vacinas € de uso rotineiro. Um
esquema de vacinagdo correto é um
instrumento para a prevengdo da
mortalidade  ocasionada por  essas
enfermidades. A utilizagcdo sistematica de
imundgenos tem reduzido, em grande parte,
a mortalidade e as perdas econdmicas
advindas de quadros clinicos causados pela
multiplicagdo, ou pela agdo das toxinas
produzidas pelos microrganismos do género
Clostridium (Assis et al., 2001).

A eficiéncia das vacinas contra clostridioses
relaciona-se a natureza dos antigenos que
as compde, sendo esses toxoides e/ou
bacterinas. S&o altamente imunogénicas
quando bem elaboradas, podendo oferecer
boa protecdo aos animais. As vacinas
comercializadas no pais sdo combinadas ou
compostas por multiplos antigenos e séo
usadas como estratégia frente a uma
grande variedade de agentes e toxinas
produzidas pelos clostrideos (Lobato e
Assis, 2000).

No Brasil tém sido realizados estudos com
vacinas contra clostridioses, para avaliagdo
da qualidade das mesmas. Lobato (1989),
ao avaliar as vacinas antibotulinicas
comercializadas no pais, constatou que
nenhum dos produtos testados foi eficiente
para estimular resposta imune adequada
nos animais vacinados. Azevedo et al.
(1998) ao avaliarem a eficiéncia de toxoéides



contra C. perfringens tipos C e D,
constataram que nenhum dos produtos
testados foram eficientes em estimular
niveis minimos de anticorpos protetores nos
animais vacinados. Lobato et al. (2000), ao
avaliarem seis toxdides de C. perfringens
tipo C e D, constataram que apenas dois
toxdides foram capazes de estimular niveis
de anticorpos compativeis com os exigidos
nos testes oficiais. Balsamao (2001), ao
avaliar a poténcia para C. sordelli de
vacinas comerciais, constatou que apenas
trés vacinas, entre doze testadas,
estimularam resposta imune protetora
contra desafio direto em cobaios.
Nascimento (2003), ao avaliar as 13 vacinas
que continham C. novyi tipo B, constatou
que quatro vacinas protegeram os animais
sendo duas com niveis de anticorpos acima
do exigido pelo MAPA e duas com niveis
abaixo da legislacéo brasileira, mas acima
do exigido pela legislagdo dos Estados
Unidos.

O “Manual of Standards for Diagnostic Tests
and Vaccines” (OIE, 2000) apresenta os
principios para a produgdao de vacinas
veterinarias, com recomendagdo para a
utilizacdo da Farmacopéia Européia e do
Code of Federal Regulations — CFR/EUA,
como referéncias para os testes de poténcia
para a avaliagao da qualidade das vacinas.

Os métodos de controle das vacinas contra
clostridioses no Brasil estdo definidos por
normas do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento. Para as vacinas
contra clostridioses as normas foram
definidas pela portaria 49/97 (Brasil, 1997) e
pela Instrucdo Normativa n° 23/02, essa
ultima exclusiva para vacinas contra
botulismo (Brasil, 2002).

A Farmacopéia Européia (1998) estabelece
o nivel minimo de antitoxina tetanica de 2,5
Ul/ml, determinado pela técnica de
soroneutralizagdo em camundongos, em
soros de cobaios e coelhos vacinados. Além
desse teste, estabelece as provas de
esterilidade e inocuidade.

Métodos alternativos tém sido estudados
em substituicdo aos testes in vivo, como o
teste de ELISA proposto por Wood (1991)

que avaliou o teste de poténcia para C.
novyi tipo B, C. perfringens tipo D, C. tetani
e C. septicum e encontrou correlagdo
(r=0,84) com o teste de soroneutralizagéo
em camundongos. Segundo Wood (1991),
as principais vantagens do teste de ELISA
seria favorecer uma reducgao significativa no
numero de animais de laboratério e no
tempo para realizagdo dos testes, de
setenta e duas horas no teste de
soroneutralizagdo em camundongos para
trés horas no teste de ELISA.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local de realizagdo do experimento

Os experimentos foram desenvolvidos no
Laboratério de Bacteriose do Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva da
Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) e no
Laboratério de Clostridioses, Laboratério
Nacional Agropecuario (LANAGRO/MG) do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento em Pedro Leopoldo/MG.

3.2. Animais

Foram utilizados camundongos da racga
Swiss, linhagem Webster, de ambos os
sexos, com peso entre 17 e 22 g e cobaios
albinos (Cavia porcellus), da linhagem
English Short Ear, de ambos os sexos, com
peso entre 350 g e 450g, oriundos dos
biotérios do LANAGRO de Pedro
Leopoldo/MG e de Campinas/SP,
respectivamente.

Coelhos, da raga Nova Zelandia, de ambos
0s sexos com pesos entre 1,8 kg e 2,6 kg,
oriundos da Fazenda Experimental Hélio
Barbosa da Escola de Veterinaria da UFMG.

3.3. Vacinas

Foram adquiridas de forma aleatdria,
diretamente em estabelecimentos
comerciais de produtos veterinarios de Belo
Horizonte/MG, oito vacinas de sete
laboratérios que nos anos de 2004 e 2005
produziram e comercializaram vacinas que
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apresentavam em sua composigao toxoéide
tetanico.

Foram observadas as condicdes de
armazenamento no local de revenda, como
a temperatura entre 4° e 8°C, o prazo de
validade das vacinas e demais
especificagdes dos fabricantes.

Os laboratérios e as vacinas foram
codificados para resguardar a identidade
dos produtores. A Tabela 1 apresenta a
composicdo  antigénica das  vacinas
testadas.

3.4. Amostras de Clostridium tetani, toxina,
toxdide e antitoxina padrao

Para a produgao de toxinas foi utilizada uma
semente de C. tetani 00175 lote 0695175,
origem VB/Boston — Massachussets, cedida
pela Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro/RJ, e uma semente gentiimente
cedida pelo Laboratério Labovet, Feira de
Santana/BA.

Uma amostra de toxina tetanica foi
produzida pelo Laboratério Labovet,
padronizada ao nivel de teste L+/10, com
300 Ul, e cedida para os experimentos.

Como controle foi empregado toxoide de
referéncia adsorvido e liofilizado, contendo
340 Ul por ampola (International
Laboratories for Biologicals Standards,
World Health Organization), e antitoxina
padrdo liofiizada contendo 1000 Ul,
adquiridos junto a Fundagdo Oswaldo Cruz
do Rio de Janeiro/RJ.

3.5. Diluicao do toxdide de referéncia

O toxoide teténico de referéncia foi
reconstituido em 34 ml de uma solugao
contendo 40% de salina fisiologica estéril
0,9% e 60% de glicerol a 1%, e padronizado
a 10 Ul/ml conforme modelo empregado
pela Fiocruz/RJ para avaliagdo do toxdide
tetanico humano.

Tabela 1: Composicao das vacinas contra clostridioses e controles utilizados

Cddigo  Laboratodrios Composicéo

T1 L1 C. tetani

T2 L2 C. tetani

T7 L2 C. chauvoel, C. septicum, C. perfringens tipos A, B, C e D, C. novyi
tipo B, C. sordellii, C. tetani, C. haemolyticum

T3 L3 C. chauvoei, C. septicum, C. perfringens tipos B, C e D,
C. novyi, C. sordellii, C. tetani

T4 L4 C. chauvoei, C. septicum, C. perfringens tipo D, C. novyi tipo B, C.
tetani, Corynebacterium pseudotuberculosis ovis,
Moxidectina

T5 L5 C. chauvoei, C. septicum, C. perfringens tipos B, C e D, C. novyi
tipo B, C. sordellii, C. tetani

T6 L6 C. tetani

T8 L7 C. chauvoei, C. septicum, C. perfringens tipos A, B, C e D, C. novyi
tipo B, C. sordellii, C. tetani, C. haemolyticum

T9 ILBS/WHO Toxéide Padrao

T10 Controle  Solugéo Salina 0,85% (estéril)
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3.6. Meios de cultura

Foram utilizados os seguintes meios de
cultura: caldo BHI", caldo Tioglicolato1, agar
sangue base Muller-Hinton" com 5% de
sangue eqiiino (AS), caldo Sabouraud’,
meio para producdo de toxina tetanica
(Latham, 1962), PYG (Mozzer, 2004) e meio
para produgéo de toxinas — MPT (Lobato et
al., 2000).

3.7. Cultivo e manutencao das sementes de
Clostridium tetani

As sementes liofilizadas foram
reconstituidas pela adicao de 2 ml de caldo
Tioglicolato e semeadas em dois tubos (15
X 160 mm) contendo 10 ml do mesmo meio.
Os tubos foram incubados a 37°C por 48
horas em atmosfera de anaerobiose (CO, —
9,8%; Ha— 10,4%; N, — 79,8%). As amostras
foram avaliadas quanto a pureza pelo teste
respiratério, semeando-se 0,1 ml de cultura
em duas placas de agar com 5% sangue de
eqlino e incubando-se uma placa em
anaerobiose, a 37°C por 48 horas, e a outra
placa em aerobiose, a 37°C pelo mesmo
tempo.

Para manutencao das amostras foram feitos
inéculos em cinco tubos contendo 10 ml de
Tioglicolato, que foram incubados a 37°C
por 48 horas em anaerobiose. Os cultivos
obtidos foram centrifugados a 8000 x g a
4°C por 20 minutos. O sobrenadante foi
recuperado e armazenado para posterior
verificagcdo da presenca de toxinas em
camundongos, e 0 sedimento
ressuspendido em solugao de leite em po a
10% e liofilizado (Rudge, 1983).

3.8. Produgéo de toxina tetanica

As culturas de C. tetani em tioglicolato
foram semeadas na proporgdo de 10% de
in6culo, em outros trés tubos de rosca
contendo 15 mi de tioglicolato,
representando um volume final de 45ml, e

' Difco Laboratories, Detroit, EUA

incubados em jarra de anaerobiose a 37°C
por 48 horas. Esse procedimento foi
repetido duas vezes. A producio de toxinas
foi realizada a partir da transferéncia do
inodculo obtido (45 ml) diretamente para 500
ml de meio Latham (1962), os quais foram
incubados em anaerobiose a 37°C por sete
dias.

A cultura obtida no meio Latham (1962) foi
centrifugada a 8000 x g, por 30 minutos a
4°C, para a remogdo de células e
fragmentos. 0] sobrenadante foi
concentrado 10 vezes a 4°C em célula de
agitacdo Amicon, com membrana de
ultrafiltracdo de celulose regenerada
(Millipore Corporate, EUA), capacidade de
retencdo acima de 30kDa. As fragdes de
toxina concentradas foram estocadas a —
80°C até o momento do uso.

Em todas as etapas, a pureza dos cultivos
foi analisada por meio da técnica de
coloragcado de Gram.

3.9. Selegao da semente e toxina

Todas as amostras foram avaliadas quanto
ao titulo de toxina produzida pela técnica de
bioensaio em camundongos. Os
sobrenadantes das culturas centrifugadas
foram diluidos em solugéo salina peptonada
a 1%, em escala decimal, até a diluicdo 10°.
Foram inoculados 0,2 ml de cada diluicao
em cinco camundongos, pela via
subcutanea, que foram observados por um
periodo de 96 horas, para a verificagdo de
ocorréncia de morte.

3.10. Curva de crescimento das sementes
de Clostridium tetani medida por densidade
otica

As duas sementes de C. fetani, apés o
primeiro cultivo em tubo, foram inoculadas
(50 ml) em 500 ml de caldo Tioglicolato e
incubadas em anaerobiose a 37°C por 20
horas. Foram coletadas aliquotas de 5 ml
das culturas a cada hora e a concentragao
celular quantificada através da medida da
densidade otica (DO) em espectrofotdmetro
com comprimento de onda de 600 nm. As
amostras foram lidas diretamente até
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valores de absorbancia de
aproximadamente 0,7. Acima desses
valores, foram diluidas 1:10, em meio de
cultura estéril, antes de se proceder a
leitura. Multiplicou-se a DO pelo fator de
diluicdo, obtendo-se, assim, a concentragao
celular (Mozzer, 2004).

3.11. Confirmagdo do tipo de toxina
produzida e da toxina padrao

Para confirmagdo do tipo de toxina
produzida por C. tetani foi empregada a
metodologia descrita por Lobato (1989) com
modificagdes, que consistiram na mistura de
1,0 ml de toxina, em diferentes diluicdes,
com 1,0 ml de antitoxina padrdo homdloga
contendo 1,0 Ul/ml. As misturas foram
mantidas em banho-maria a 37°C por 60
minutos e em seguida inoculadas, no
volume de 0,2 ml por animal, por via
subcutdanea em quatro camundongos que
foram observados durante 96 horas. Como
controles positivos foram inoculados toxina
teténica pura na mesma dose, diluicéo e via
de inoculagao.

3.12. Padronizagao da toxina padrao

O nivel de teste empregado para
padronizagao da toxina tetanica foi L+/10
(menor quantidade de toxina que quando
misturada com 0,1 Ul de antitoxina padrao
homdloga, e injetada subcutaneamente em
camundongos, causa morte dos animais até
0 quarto dia apés a inoculagdo)
(Farmacopéia Européia, 1998).

3.13. Inocuidade das vacinas

Para o teste de inocuidade das vacinas
foram utilizados cinco cobaios por vacina.
Os animais foram inoculados, por via
subcutanea, com 5 ml de vacina dividido em
duas doses iguais e injetados em locais
diferentes (Farmacopéia Européia, 1998).

3.14. Esterilidade das vacinas

A esterilidade foi verificada pela inoculagao
de 0,5 ml de cada vacina em quatro tubos
contendo 20 ml de caldo Tioglicolato e em
quatro tubos contendo 20 ml de caldo
Sabouraud. Metade dos tubos de cada um
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dos in6culos em caldo Tioglicolato foi
incubada em anaerobiose. Os demais tubos
com caldo Sabouraud e com caldo
Tioglicolato foram incubados em
anaerobiose. Todos os tubos inoculados
foram mantidos a 37°C, por 21 dias, com
leituras diarias (Brasil, 2002).

3.15. Esquema de vacinagdo e sangria dos
coelhos e cobaios para avaliagdo do toxdide
tetanico

Para cada uma das vacinas foram utilizados
oito coelhos e oito cobaios. No grupo
controle positivo, os animais receberam
inoculagdes contendo 0,75ml de toxdide de
referéncia reconstituido. No grupo controle
negativo, os animais receberam inocula¢des
contendo solugao salina 0,85%, estéril. Os
outros oito grupos foram inoculados com as
vacinas comercializadas no pais.

Os animais estavam clinicamente saudaveis
e foram tratados com racdo balanceada,
capim e agua ad libidum, e foram mantidos
separados de acordo com o sexo. Em todos
0s grupos, as inoculagbes foram feitas no
dorso, por via subcutanea, sendo a primeira
dose no dia zero e a segunda dose 28 dias
apos. O volume inoculado foi a menor dose
recomendada pelo fabricante. Quatorze dias
apos a segunda dose, todos os animais
foram submetidos a sangria total. Volumes
iguais dos soros de cada animal, de cada
grupo, foram misturados. As misturas de
soros foram identificadas de acordo com o
animal e o grupo, e armazenadas a —20°C,
até a realizagdo dos bioensaios em
camundongos  (Farmacopéia  Européia,
1998).

3.16. Teste de poténcia do soro

O teste de poténcia foi determinado pela
técnica de soroneutralizagéao em
camundongos. Utilizou-se 1,0 ml de toxina
contendo 1,0 Ul/ml (10L+/10) misturado a
10 ml dos soros de coelhos e cobaios ndo
diluidos, e nas diluigbes 1:2; 1:2,5; 1:5; 1:10;
1:20. Cada mistura foi homogeneizada,
incubada a 37°C por 60 minutos, inoculada
em dois camundongos na dose de 0,2 ml,
via subcutdnea, e os animais foram
observados por 96 horas. Os resultados



foram interpretados de acordo com o
recomendado pela Farmacopéia Européia
(1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As duas amostras de Clostridium tetani,
utilizadas neste trabalho, apresentaram
crescimento caracteristico em agar sangue
com colbnias espraiadas sobre o agar.
Foram observados nas l|&dminas coradas
apenas bastonetes Gram-positivos nao
esporulados em formato de baquetas de
tambor, caracteristicos de Clostridium tetani.
N&o houve crescimento nas placas de agar
sangue incubadas em aerobiose.

No sobrenadante das culturas foi
confirmada a presenca de toxina tetanica.
Os animais inoculados com o sobrenadante
sem antitoxina morreram entre 12 e 24
horas apés inoculagao.

Nos trabalhos de Lobato (1989) e Azevedo
et al. (1998), que avaliaram a qualidade de
vacinas comerciais contra  Clostridium
botulinum tipo C e tipo D e Clostridium
perfringens tipo C e tipo D, respectivamente,
esses autores confirmaram os tipos de
toxinas produzidas em seus experimentos,

adequada para identificagdo das amostras
analisadas.

Os meios de cultura utilizados para o
crescimento e manutengdo das amostras
mostraram-se adequados, sendo o melhor
crescimento bacteriano obtido com 48 horas
de incubacdo em caldo Tioglicolato, que
apresentou maior producgao de gas, turbidez
do meio de cultura e formagdo de
precipitado nos tubos, quando comparado
ao cultivo com 24 e 36 horas de incubagéo.
Estes resultados foram também observados
por Bier (1975) no crescimento e
manutengao de amostras de C. tetani.

A leitura dos cultivos em DO foi crescente
até 16 horas de incubagdo. Apds esse
tempo foi observada reducdo na
concentragdo celular indicando inicio de
degradagao do meio de cultura (Figura 1).

Latham (1962) produziu toxina teténica a
partir de modificagbes no meio de produgéo
citado por Mueller et al. (1954), com
auséncia do extrato de proteina animal,
verificando um titulo de 70 a 90 Lf (limite de
floculagao).

Ozutsumi et al. (1984) pesquisou a
produgdo de toxina tetanica e verificou

por essa técnica, a qual se mostrou resultados satisfatorios utilizando o meio de
Latham (1962), obtendo titulos de toxina
entre 360 — 390 Lf.
1400
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Figura 1 — Concentragéo celular de Clostridium tetani em DO a 600 nm, de acordo com o

tempo de incubagéo (h).

15



Quando a vacina antitetdnica para uso
veterinario é apresentada como vacina
combinada, isto é, contendo diferentes
antigenos clostridiais reunidos, para o uso
em outros animais que nao equideos, o
teste de poténcia dos antigenos da vacina
€ preconizado em coelhos.

Segundo a Farmacopéia Européia (1998),
a vacina € aprovada no teste de poténcia
quando o titulo sorolégico dos coelhos
imunizados for igual ou superior a 2,5
Ul/ml. Quando realizado em cobaios, o
titulo do pool de soros nédo pode ser menor

do que 2,5 Ul/ml de antitoxina padrdao de
Clostridium tetani, exceto quando a vacina
€ especifica para o uso em equideos, que
devera ter no teste de poténcia do pool de
soros nada menos do que 30Ul/ml.

Os titulos de anticorpos, para toxina
tetanica, dos pools de soros de coelhos e
de cobaios, no teste de SN em
camundongos, sdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2 — Titulos de antitoxina tetanica em pool de soro de coelhos e cobaios vacinados

Vacina Titulo Ul/ml (cobaios) Titulo Ul/ml (coelhos)

T1 - -

T2 7,2 7,2

T3 - -

T4 NT 6,0

T5 3,0 25

T6 - -

T7 - -

T8 5,6 5,0
Controle positvo 2,5 2,5

Controle negativo -

NT = nao testada

Em cobaios as vacinas T2, T5 e T8
apresentaram niveis de antitoxina tetanica
de 7,2 Ul/ml, 3,6 Ul/ml, 20Ul/ml,
respectivamente, superiores ao nivel
minimo exigido na Farmacopéia Européia
(1998).

As vacinas T1, T3, T6 e T7 apresentaram
niveis menores que 1Ul/ml. A vacina T4 nao
foi testada em cobaios e quando inoculada
causou Obito em cinco animais restando
apenas trés, consequentemente, saiu do
modelo experimental tracado. A vacina em
questao possui um componente
denominado moxidectina, antiparasitario
letal a essa espécie animal, por isso o teste
em cobaios ndo é descrito.

Nos soros dos coelhos vacinados com T1,

T3, T6 e T7 nado foram detectados
anticorpos protetores.
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As vacinas T2, T4, T5 e T8 e o toxdide
padrdo induziram titulos de anticorpos em
coelhos superiores ao titulo minimo exigido.

Comparando-se os resultados obtidos para
0 pool de soros de coelhos e de cobaios
(Tabela 2) podemos observar titulos iguais
para a vacina T2 e valores aproximados
para as outras vacinas que apresentaram
resultados satisfatérios. Em ambos os
resultados os titulos foram superiores ao
titulo minimo exigido.

Os estudos realizados no Brasil, por Lobato
(1989), Azevedo et al. (1998) e Lobato et al.
(2000), e os resultados deste trabalho,
demonstraram que em sua maioria as
vacinas contra clostrideos produzidas no
Brasil ndo induzem respostas imunes
adequadas, portanto, ndo protegendo os
animais.



Ressalta-se que o controle oficial das
vacinas contra Botulismo, implantado em
julho de 1994, no antigo Laboratorio
Regional de Apoio Animal — LARA/MG, do
MAPA, permitiu a implementagdo de agao
oficial efetiva para avaliagdo deste
imunogeno. Fato este, também ocorrido
com o controle oficial de vacinas contra
Carbunculo Sintomatico, pelo LARA/RS. Os
controles citados permitem um maior rigor
na garantia da qualidade das vacinas contra
Botulismo e Carbunculo Sintomatico,
comercializadas no Brasil e testadas
oficialmente (Nascimento, 2003).

O rigoroso acompanhamento das diversas
etapas de producdo, desde o controle da
matéria-prima utilizada até a obtencédo do
produto final, e sua liberagdo para o
comeércio, devem garantir produtos seguros
e adequados ao fim a que se destinam, de
acordo com os principios das boas praticas
de fabricacdo, beneficiando toda a cadeia
de produgéo da pecuaria no Brasil.

CONCLUSOES

A metodologia empregada para o controle
das vacinas avaliadas neste experimento
mostrou-se adequada, indicando sua
aplicabilidade para o controle rotineiro de
vacinas contra tétano.

Os resultados demonstram que 50% das
vacinas contra C. tetani testadas,
comercializadas no Brasil, foram ineficientes
em estimular titulos soroldgicos compativeis
com os niveis de teste recomendado,
indicando a necessidade urgente do
controle da eficiéncia destes imundgenos.
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