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RESUMO

Clostridium septicum, um organismo ubiquitario, é o principal patégeno responsavel pelo
quadro de edema maligno. Devido a agdo citotéxica da toxina alfa as infec¢des geralmente sdo
fatais. Para o controle da doenga é utilizada a vacinagdo com toxoéide alfa. Neste trabalho, avaliou-
se a eficiéncia de 12 vacinas comerciais contra clostridioses, que continham em sua composicdo
C. septicum, através da soroneutralizacdo em camundongos com soros de coelhos e bovinos
vacinados. As vacinas codificadas como T1, T2, T4, T10 e T11 apresentaram titulos de antitoxina
alfasuperiores ao nivel minimo exigido pelo testede 2,5 UI/mL. As demais vacinasndoinduziram
aformacao de anticorpos. Em sua maioria, as vacinas comercializadas no Brasil, contra C. septicum,
foram ineficientes em estimular resposta imune compativel com os niveis de teste recomendados
para controle deste produto.
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ABSTRACT

EVALUATION OF POTENCY OF VACCINES AGAINST CLOSTRIDIUM SEPTICUM
COMMERCIALIZED IN BRAZIL. Clostridium septicum, a ubiquitous organism, is the main
pathogen causing malignantedema. Because of its strong cytotoxic alpha toxin, infections are often
lethal. Losses in livestock can be prevented through vaccination with alpha-toxoid vaccines. The
antibody response to the C. septicumcomponent of 12 commercial vaccines was evaluated by the
mouse serum neutralization test using rabbit and bovine sera. The vaccines coded as T1, T2, T4,
T10 and T11 induced titers of alpha antitoxin higher than the minimum test level of 2.5 IU/mL.
None of the other vaccines induced the formation of antibodies. The majority of the C. septicum
vaccines commercialized in Brazil were unable to induce an immune response as recommended

for the control of this product.
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Clostridium septicum é um dos principais agentes
etiologicos responsédvel pelo quadro de gangrena
gasosa ou edema maligno, enfermidade altamente
letal pararuminanteseoutrasespéciesanimais. Como
todas as espécies do género Clostridium sdo
ubiquitarios, e tém a propriedade de permanecer por
longo periodo no solo na forma de esporos, e em
condicOes favoraveis, proliferam-se rapidamente e
produzem toxinas. O microrganismo produz cinco
toxinas: alfa, beta, gama, delta e uma neuramidase,
sendo a toxina alfa considerada a mais importante
delasnapatogenia dadoenca, porsuaagdohemolitica,
necroética e letal (HaTEwAy, 1990).

No periodo de janeiro de 1990 a agosto de 2005
foram registrados, segundo o Servico de Sanidade
Animal do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento do Estado de Minas Gerais, 14.895
casos demionecroses, representadas pelo carbanculo
sintomaético e gangrena gasosa (OLINDA,comunicagao
pessoal). Segundo relato de Lima et al. (2006), 40
ovinos e 30 caprinos de umrebanho de 1.200 animais
vieram a 6bito em um surto da doenca.

A utilizacdo de imundgenos tem reduzido, em
grande parte, a mortalidade e conseqtientes perdas
econdmicasrelacionadasasclostridioses. As vacinas
comercializadas no Brasil sdo compostas de multi-
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plos antigenos e as normas para controle dessas
vacinas estdo definidas na legislagdo do Ministério
de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA
(BrasiL, 1997). Emrelacao ao C. septicum, exige-senivel
minimo de antitoxinaalfa de2,5UI/mL, determinado
pela técnica de soroneutralizagdo em camundongos
por meio da titulagdo de soros de coelhos vacinados
(BritisH PHARMACOPEIA, 1998).

No Brasilsdo produzidasem torno de 140 milhoes
de doses de vacinas clostridiais a cada ano, compro-
vandoagrande utilizagdo dessesimondgenos. Entre-
tanto, apenas as vacinas contra Clostridium chauvoei
e Clostridium botulinum sao submetidas ao controle
oficial pelo MAPA. Em razdo da importancia de C.
septicum como principal agente da gangrena gasosa,
aliada a inexisténcia de controle oficial que ateste a
qualidade dasvacinas produzidasno pais, o objetivo
destetrabalho foiavaliarapoténciadel2vacinasque
continham em sua composicao toxoéide alfa de C.
septicum, disponiveis para comercializagdono merca-
do brasileiro.

Foram adquiridas diretamente do comércio naci-
onal 12 vacinas contra clostridioses que apresenta-
vam na sua composigao C. septicum. Ap6s avaliagdo
das condicoes de conservacdonorevendedor e prazo
de validade, estas foram mantidas de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Como controle positi-
vo, foi utilizado toxéide padrao, adquirido do National
Institute Biological Standards and Control (NIBSC,
Inglaterra) e como controle negativo, foi empregado
salina estéril a 0,85% (Tabelal).

Para producao da toxina alfa, a amostra de refe-
réncia de C. septicum-ATCC 12464 (Rockville,
Maryland, EUA) foi cultivada em um meio de produ-
¢do de toxina (KoLsg; HAUER, 1995), em atmosfera de
anaerobiose a 37° C por 24 horas. A cultura obtida foi
centrifugada a 7000 x g por 30 min e o sobrenadante
concentrado 80 vezes por ultrafiltragdo com membra-
na de retencdo de 10 KDa. A toxina concentrada foi
adicionadooinibidor de protease, na proporcaode10
mM/L, earmazenadas a -80° C até o uso. A toxina foi
padronizada no nivel de teste de L+ /5 (menor quan-
tidade de toxina que, quando misturada a 0,2 Ul de
antitoxina padrdo homoéloga e inoculada em camun-
dongos por viaendovenosa, causamorte dos animais
em 72 horas) preconizado pela BriTisH PHARMACOPEIA
(1998).

Naavaliagdo sorolégica, para cada vacina, foram
utilizados 10 coelhos adultos, raca Nova Zelandia,
do sexo feminino, com pesos entre 1,8 e 2,6 kg e seis
bovinos comidade entre 10-11 meses, raca Nelore, do
sexo feminino, com peso entre 90 e 105 kg. Os coelhos
foram vacinados nos dias zero e 21 com a menor dose
recomendada pelo fabricante. A sangria foirealizada
no 35¢ dia apds primo-vacinagdo e os soros foram
misturados em partesiguais, constituindo-se umpool

para cada grupo (Brasir, 1997). Os bovinos, sem his-
torico de vacinacado contra C. septicum e negativos ao
teste de soroprotecdo em camundongos (TAMMEMAGY;
GRrANT, 1967), foram vacinados nos dias zero e42 com
a dose recomendada pelo fabricante. Estes foram
sangrados nos dias 42 e 56 ap6s a primo-vacinagao.
Em cada sangria, os soros dos seis bovinos foram
misturados em partes iguais, constituindo-se umpool
para cada grupo. Todos os soros foram mantidos a -
20°C até a realizagdo dos testes.

Os pools dos soros dos coelhos e dos bovinos
foram submetidos a uma triagem, pela técnica de
soroprotecdo em camundongos, frentea2,5DL  de
toxina alfa (TAMMEMAGY; GRANT, 1967). Os soros que
protegeram os camundongos foram titulados pela
técnica de soroneutralizagdo em camundongos
(BriTisH PHARMACOPEIA, 1998), empregando nivel de
teste de L+/5. Como controle dos testes, foi utiliza-
da antitoxina alfa padrao contendo 10 Ul/mL, ad-
quirida do NIBSC (Inglaterra). A utilizacdo dos
animais nesta pequisa foi aprovada pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da Uni-
versidade Federal de Minas Gerais sob protocolo
numero 105/2004.

Na padronizagao da toxina alfa, nonivel do teste
empregado, obteve-se 178 L+/5/mL e cada L+/5
continha 10,7 DL, atingindo o nivel minimo exigido
pela Britisi PHaRMACOPEIA (1998) de 10 DL

Os resultados do teste de eficiéncia das vacinas
comerciais, expresso em Ul/ mL de antitoxina alfa de
C. septicum nospools dos soros de coelhos, positivos no
teste de soroprotecdo, sdo apresentados na Tabela 2.

O pool de soros dos coelhos imunizados com o
toxéide alfa padrao, controle do teste, apresentou
resultado igual ou superior a 5 Ul/mL de antitoxina
alfa. Resultados semelhantes foram observados com
asvacinas T10eT11, enquanto T1 e T2 apresentaram
titulos igual a 5 Ul/mL e T4 apresentou 2,5 Ul/mL,
titulo minimo exigido no teste de poténcia. As demais
vacinas nao conferiram protecao aos camundongos
inoculados, sendoineficientes emelicitara producao
de anticorpos protetores.

Os“pools” desoros dos bovinos vacinadoscomT1,
T2, T4, T10 e T11, positivos ao teste de soroprotecao,
foram submetidos a prova de soroneutralizacdo em
camundongos e os titulos de antitoxina alfa sdo apre-
sentados na Tabela 3. A titulagdo dos soros dos bovi-
nos, apos a segunda dose da vacina, confirma a neces-
sidade da dose de reforco para se estabelecer imunida-
de adequada paraC. septicum, conforme demonstrado
por Kerry; GRAIG (1979). Resultados semelhantes foram
observados por Azevepo et al. (1998) e LosaTo et al.
(2000) em vacinas contra Clostridium perfringens tipos
Ce D, por NascivenToOet al. (2004) para vacinas contra
Clostridium novyi tipo B e por LosaTo et al. (2004) para
vacinas contra Clostridium sordellii.
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Tabela 1 - Composi¢do das vacinas contra clostridioses adquiridas no comércio e controles analisados.

Vacina Composigao

T1 Clostridium chauvoei, Clostridium novyi, C. septicum, Clostridium sordellii, Clostridium perfringens
tiposCeD

T2 C. chauvoei, C. novyi, C. septicum, C. sordellii C. perfringens tipos C e D

T3 C. chauvoei, C. novyi, C. septicum, C. sordellii, C. perfringenstipos C e D, Clostridium botulinum
tipos Ce D

T4 C. chauvoei, C. novyi, C. septicum, C. sordellii, Clostridium haemolyticum, C. perfringenstipos A,
B,CeD

T5! C. chauvoei, C. novyi, C. septicum, C. sordellii, C. perfringens tipos B, C e D

T6! C. chauvoei, C. novyi, C. septicum, C. sordellii, C. perfringens tiposB, Ce D, C. botulinumtipos
CeD

T7 C. chauvoei, C. novyi, C. septicum, C. sordellii e C. perfringens tipos B e D

T8 C. chauvoei; C. novyi; C. septicum; C. sordellii, C. perfringens tipos C e D

T9 C. chauvoei, C. novyi tipo B, C. septicum, C. sordellii, C. perfringens tipos B, Ce D

T10 C. chauvoei, C. novyi, C. septicum, C. sordellii, C. perfringens tipos B, C e D

T11 C. chauvoei, C. novyi tipo B, C. septicum, C. sordellii, C. perfringens tipos C e D

T12 C. chauvoei, C. novyi tipo B, C septicum, C. sordellii

Controle positivo

Controle negativo Salina estéril a 0,85%

Toxoéide alfa padrdo de C. septicum

Vacinas produzidas pelo mesmo fabricante.

Tabela 2 - Titulos de antitoxina alfa de Clostridiumsepticum
em pool de soros de coelhos' obtidos aos 35 dias ap6s a
primeira vacinacdo? com vacinas comerciais e toxoide
padrdo.

Tabela 3 - Titulos de antitoxina alfa de Clostridiumsepticum
em pool de soros de bovinos' obtidos aos 42 e 56 dias ap6s
a primeira vacinacdo com vacinas comerciais e toxéide
padrao.

Vacina Antitoxina alfa (Ul/mL)
T1 5

T2 5

T4 2,5

T10 >ouigualab

T11 >ouigualab

Toxoéide padrao >ouigualab

'Positivos ao teste de soroprote¢do em camundongos.
*Vacinados nos dias 0 e 21.

A utilizagdo do teste de soroprotecao em camun-
dongos, paratriagem dossoros doscoelhos e bovinos,
permitiu uma reducédo significativa no nimero de
animais de laboratério utilizados no experimento.
Pela mesma razdo, esse teste também foi empregado
por diversos outros trabalhos (LosaTo, 1989; AzEVEDO
etal., 1998; LoaToet al., 2000; NasciMeENTOEt al.,2004).

Autores tém demonstrado que a principal fragao
de C. septicum responsavel por elicitar anticorpos
protetores é a toxina alfa (BaLLARDet al., 1992; AMIMOTO
et al., 2002). Eles avaliaram e comprovaram a maior
eficiéncia de vacinas contendo somente a toxina alfa

Vacina Antitoxina alfa (Ul/mL)
Dia 422 Dia 56

T1 0,1 5

T2 0,1 5

T4 0,1 2,5

T10 0,1 >ouigualab

T11 0,1 >ouigual 5

Controle positivo 0,1 >ouigualab

'Positivos ao teste de soro protecdo em camundongos.
?Dose reforco da vacina.

purificada e inativada. Entretanto, apesar de neste
estudo nao ter sido feito desafio de animais com
esporos de C. septicum, teste que tem sido usado para
avaliar a capacidade protetora do antigeno soméatico
(LosaTo et al., 2004; NasciMENTO et al., 2004), BENTACOR
et al. (2002) demonstraram que a vacina contra C.
septicum que continha em sua composi¢do apenas o
componente somatico foi mais eficiente que a vacina
que continha apenas a toxina alfa. Mediante esses
resultados, sugeriramareformulacdo de vacinas con-
tra C. septicum, de forma a ndo conterem somente
toxoéide alfa.
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No Brasil, varios trabalhos foram realizados para
avaliar a eficiéncia das vacinas clostridiais
comercializadas (LosaTto, 1989; AzeveDoO et al., 1998;
LosaToetal., 2000; Losatoet al., 2004; NascIMENTOet al.,
2004) e, adicionalmente com o presente experimento
com C. septicum, tém demonstrado que, em sua maio-
ria, as vacinas contra clostridioses ndao induzem res-
postas imunes protetoras.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram
que, em sua maioria, as vacinas comercializadas no
Brasil, contra C. septicum, foram ineficientes em esti-
mular titulos sorolégicos compativeis com os niveis
de teste recomendado para este produto, indicando a
necessidade urgente do controle da eficiéncia destes
imundégenos.
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