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RESUMO: Os autores descrevem o método utilizado na preparacao
do soro antibotulinico tipo B, em escala industrial, pela hiperimu-
nizagao de eqiiideos, através do antigeno adsorvido pelo alimen de
potassio.

Empregandu o esquema de Imunizag¢ao anteriormente proposto, con-
seguiram obter mistura de plasma hiperimune que apresentou cerca
de 150 Ul/ml de antitoxina botulinica tipo B, o qual, apés purificado
pelo método de Pope meodificado, concentrou até o nivel antitéxico
de 750 UI/ml. Este produte foi diluido convenientemente para que
contivesse 500 UI/ml. de antitoxina botulinica tipo B, para atender
eventuais surtos de acidente botulinico humano.

Foi verificado também, em animais de laboratério, pelo teste de
neutralizacdo eruzada que as antitoxinas tipo A e B, nao apresentam
reagio cruzada com a toxina heterdloga, comportando-se portanto

como soros monocespecificos,

UNITERMOS: Botulismo; preparagio de soro antibotulinico;
Clostridium botulinum tipo B; intoxicagdao alimentar; toxina, ana-

toxina e toxdide botulinico tipo B.

INTRODUCAO

O botulismo é uma intoxica¢do devido a ingestdo de alimentos cujas
mas condi¢des de preparo, possibilitam a presenca da toxina pré-formada,
e que se traduz por sindrome neurovegetativo, freqiientemente fatal. O
agente etiologico e o quadro evolutivo da doenga, foram descritos e ca-
racterizados pela primeira vez por Van Ermengen - % (1897), que o de-
nominou de Bacillus botulinus.

Leuchs #°, em 1910 isola uma nova cepa de bacilo botulinico, antigeni-
camente diferente do bacilo de Van Ermengen, sendo este fato confirma-
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do por Dickson em 1918°% Holland® classificou tais bacilos no género
Clostridium como Clostridium botulinum tipo A e tipo B, respectivamente.

Apesar de serem conhecidos atualmente 7 tipos antigenicamente dife-
rentes de Clostridium botulinum * °, os acidentes estatisticamente mais
freqiientes de botulismo humano, sao provocados pelas exotoxinas neuro-
paraliticas do tipo A e B 6 791217 10. 20. 2. 21 A doenca reveste-se de as-
pecto grave e dramético pois, seu indice de mortalidade varia de 30 a 90%
dos casos * 2,

Em 1972, pela primeira vez no Brasil, foi preparado o soro antibotu-
linico tipo A, no Instituto Butantan #. Todavia, em virtude de nao haver
imunidade cruzada com a toxina tipo B * - 15 28 ¢ sendo a soroterapia espe-
cifica o Unico tratamento efetivamente curativo do botulismo & 1% 1833 ¢
considerando a necessidade de dispor do anti-soro tipo B em nosso pais;
assim sendo, propomos no presente trabalho estudarmos a possibilidade de
obté-lo, através da hiperimunizacao eqiiina.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido utilizando, em linhas gerais, os
mesmos métodos ja descritos anteriormente *. Todavia, torna-se necessa-
rio estabelecer as seguintes consideracoes:

1. Cepa utilizada — n.° 204-1B, proveniente da germoteca do Ins-
t@tutu Butantan e selecionada dentre as amostras de Clostridium botulinum
tipo B, por ser dotada de elevada toxigenicidade.

2. Inoculum — era preparado em 20 ml do meio de Tarozzi *°, incuba-
dos a 37° C durante 24 horas.

3. Toxina botulinica tipo B — para o preparo da toxina, foi utili-
zado o meio de cultura proposto por Wadsworth *, modificado *. Acerta-
do o pH para 7.8, o meio era dispensado em volumes de 2.250 ml, em fras-
cos Erlenmeyer de 3.000 ml de capacidade. Apds a esterilizacido, era
resfriado bruscamente, até a temperatura de cerca de 45°C. No momento
da semeadura, adicionava-se esterilmente, 90 ml de solucio de glicose a
00% e, apés a inoculacio de 20 ml de sementeira em cada frasco, eram
incubados a 37°C, durante um periodo de 9 dias, quando ocorria a toxigé-
nese maxima. Retirados da estufa, colhiam-se as amostras de cada frasco
e procediam-se as provas biologicas e a bacterioscopia.

3.1 Titulagdo da toxina — as amostras de toxina botulinica colhi-
das de cada frasco, apds centrifugadas a 2000 rpm durante 30 minutos
eram tituladas preliminarmente em camundongos, segundo Nigg e cols.
Em seguida, determina-se o seu titulo em DL;,, conforme a recomenda-
cao da O.M.S. (1963).

4. Toxinotipia — utilizamos o método preconizado pelo Instituto
Pasteu_r * para a confirmacfo do tipo da cepa utilizada, através da soro-
protecio monoespecifica * 18 20. 33

. 0. Anatoxina botulinica tipo B — para o preparo da anatoxina, as
toxinas devem apresentar titulos adequados, isto é, superior a 10* DMM
em camundongos, visando melhor poder antigénico ®. Para a destoxifica-
¢ao, a cultura toxica era tratada com formol na concentragio final de
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0,5% e incubada a 37°C, por um periodo de 3 a 4 semanas, acompanhada
de agitacdo constante #®. A verificacdo preliminar do estado de destoxi-
ficacdo era realizada em camundongos, inoculando-se 1 ml do produto em
lotes de 5 animais, e, observando-se a sua inocuidade durante um periodo
de uma semana. A seguir, o produto destoxificado era testado em lotes
de cobaios de 250 a 300 gramas de peso, inoculados com 5 ml e observados
durante 30 dias. Comprovada a inocuidade da anatoxina, o produto era

entao filtrado.

5.1 Clarificacdo e filtra¢cdo — nesta fase do processamento a anato-
xina sofria o processo de pré-filtracdo esterilizante, através do filtro Milli-
pore, cujas membranas eram dispostas de maneira que a porosidade de-
crescia progressivamente de 1,5 p até 0,45y de didmetro efetivo. O fil-
trado era estocado a 4°C, ao abrigo da luz.

6. Toxdide botulinico tipo B — para o preparo de toxodide, o pro-
duto inécuo e estéril era precipitado pela solucédo estéril a 10% de sulfato
duplo de aluminio e potassio, com agitacdo constante, resultando numa
concentracdo final de 1,5% do adsorvente. Concomitantemente, a queda
do pH era corrigida a 5,5 pela adicdo de uma solugio concentrada de hi-
dréxido de sédio a 409, permanecendo em repouso, durante 24 horas a fim
de completar a adsorcio do toxdide. O precipitado antigenicamente ativo
era lavado com solucio fisiologica estéril, a 0,85% de cloreto de sédio,
por trés a quatro vezes, até resultar um sobrenadante completamente lim-

pido.

7. Preparo de soro antibotulinico tipo B — o soro antitoxico era
preparado, imunizando-se cavalos em duas etapas. Inicialmente, os ani-
mais selecionados recebiam a imunizacdo de base, seguida de um periodo
de repouso de pelo menos 30 dias e, finalmente, eram submetidos a hi-
perimunizacao %,

7.1 Imuniza¢do de base — nesta fase, os cavalos receblam o estimu-
lo priméario, consistindo na administragdo via intramuscular, na regiio
dorsal, de doses progressivamente crescentes de antigeno, durante um pe-
riodo de seis semanas, recebendo um total de 1795 ml do produto®. Na
altima semana da imunizacéo de base, efetuava-se a sangria exploradora
de cada animal, Os eqiiideos que apresentassem boa resposta antigénica,
eram separados para a obtencdo de soros. Os cavalos que demonstrassem
teor de antitoxina superior a 100UI/ml, eram sangrados na propor¢éo de
4% em relacio ao seu peso corporal, fracionados em duas vezes, com in-

tervalo de dois dias entre as sangrias.

Em seguida, os animais entravam em fase de repouso, durante um
espaco de tempo de 30 dias, no minimo * .

7.2 Hiperimuniza¢do — nesta fase, cada animal recebia um total

de 1.000 m]l do antigeno, fracionados em séries progressivamente crescen-
tes de duas injecdes semanais, durante um periodo de quatro semanas %,

O processo de hiperimunizacido era repetido apés cada periodo de
sangria e repouso do animal.
O sangue era recolhido em solugdo anticoagulante de citrato de sédio,

e a0 plasma separado, era adicionado uma solu¢éio preservativa de fenol
obtendo-se uma concentracio final de 0,4% e em seguida, conservado em

geladeira, até o momento da purificacdo e concentragao ' %,
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As amostras da mistura de plasma obtidas apés a hiperimunizacio
de eqiiinos eram dosadas segundo o método preconizado pela Organizacio
Mundial de Saude, em Unidades Internacionais, frente ao Soro Padrio
Antibotulinico tipo B, padrao internacional *, Todas as misturas de plasma
eram concentradas e purificadas de acordo com o método de Pope %, mo-
dificado por Furlanetto & Santos ',

Finalmente, o soro dialisado era novamente titulado frente ao padrio
internacional, para possibilitar a sua diluicio a fim de conter 500UI/ml
de antitoxina botulinica tipo B, de acordo com os requisitos minimos da
Organizacao Mundial de Satde.

8. Soro e toxina padrdo

8.1 Soro padrdo — utilizamos o soro antibotulinico tipo B, padrao
internacional, proveniente do International Laboratory for Biological
Standarts, Statens Serum Institute, da Organizacio Mundial de Saude,
Copenhagen, acondicionado, sob forma liofilizada, em ampolas contendo
87 mg de antitoxina equivalente a 500 Ul. Portanto, uma unidade inter-
nacional do atual padrido é a atividade especifica que estd encerrada em
0,174 mg de antitoxina eqiiina hiperimune liofilizada 4.

8.2 Toxina botulinica padrdo tipo B — foi preparada no laborato-
rio e padronizada ao nivel de 1 Lh ¥ (unidade de limite morte), frente ao
soro padrao antitobulinico tipo B, e sendo conservada sob a forma liquida e
glicerinada *.

Para todos os ensaios biolégicos realizados, o diluente utilizado era
a solucdo tampao de gelatina fosfatada, contendo 0,29% de gelatina e 1%
de fosfato dissodico, cujo pH era ajustado de 6,6 e esterilizado em auto-
clave. Os camundongos (18 — 22 g) e os cobaios (250 — 300 g) utiliza-
dos, sem distincao de sexo, eram provenientes do Biotério Geral do Ins-
tituto Butantan.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescente surto em niveis internacionais, de casos de botulismo hu-
mano de tipo B % 1217 20 {5rnou-se urgente a necessidade de se produzir,
no Brasil, o soro antibotulinico tipo B, a fim de estarmos preparados con-
tra eventuais acidentes. O presente trabalho, pioneiro no Brasil, possibi-
litou ampliar a nossa independéncia tecnolégica, no campo da producio de
soros antibotulinicos,

A experiéncia acumulada no preparo de soro antibotulinico do tipo
A %3, acrescida de algumas modificacdes facilitou grandemente, o estabe-
lecimento das condicées que permitissem, através de ensaios experimen-
tais, a obtencido de soro antibotulinico tipo B.

Quanto a selecdo da melhor cepa a partir das existentes em estoque
na germoteca do Instituto Butantan, a de n.° 204-1B, revelou ser a mais
toxigénica, pois o titulo das toxinas obtidas, apés 3 a 4 passagens, foi de
8 x 10° DMM/camundongo (tabela 1), quando cultivadas em meio
de cultura proposto por Wadsworth modificado ** *, ocorrendo a
toxigénese maxima no nono dia, a 87°C. A partir desse periodo,

f?i detectado o decrégc?mﬂ gradual e constante do nivel da exotoxina, fato
Ja anteriormente verificado por Stevenson e cols. %,
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TABELA 1

Titulagio de trés amostras de toxina botulinica tipo B, inoculados por via intraperitoneal
(0,6 ml), em camundongos de 18 a 22g

Tempo de observagio em horas

Toxina
Frasco
N.© Diluida Titulo 24 48 72 96
1: DMM

100.000 200.000 4/4* _— o .

1 200.000 400.000 4/4 - — it
400.000 800.000 2/4 2/4 3/4 4/4

800.000 1.600.000 0/4 0/4 1/4 1/4

100,000 200.000 2/4 4/4 — e

2 200.000 400.000 1/4 3/4 4/4 - -
400.000 800. 000 1/4 1/4 3/4 4/4
800,000 1,600,000 0/4 0/4 0/4 0/4

100.000 200.000 4/4 — - —

3 200.000 400.000 2/4 3/4 /4 -
400,000 800.000 2/4 3/4 3/4 4/4
800 .000 1.600.000 0/4 1/4 1/4 1/4

* Em todas as tabelas apresentadas, o denominador indica o nimero de animais inoculados
¢ 0 numerador, o numero de animais mortos

A tabela 2, representa o resultado da prova de toxinotipia do Clostri-
dium botulinum, cepa n.° 204-1B, usando-se como referéncia, a antitoxina
botulinica tipo B, padrao Internacional, fornecida pela Organizacio Mun-

dial de Satide (OMS).

O processo de filtracdo da toxina e anatoxina, pode acarretar grande
prejuizo da qualidade toxica e antigénica do produto, quando se empre-
gam filtro Seitz, com placas esterilizantes EKS ou velas esterilizantes
Madler #, Esta perda reduz-se a niveis satisfatorios mediante o uso de
filtros Millipore, utilizando membranas filtrantes HAWP-293 de 0,45 p,

de porosidade efetiva.
TABELA 2

Toxinotipia do Clostridium botulinum, cepa n.? 204-IB, frente a antitoxina botulinica tipo B,
padrio internacional, inoculados por via intraperitoneal (0,5 ml da mistura de toxina e
antitoxina) em camundonges de 18 a 22 g

Toxina Soro-padrio Solucio de Animal Tempo de observacio em horas
50 DMM/ml 0,5 Ul/ml gelatina inoculado
fosfatada N2 24 48 72 96
1 ml 1 ml 0,5 ml 1 S8 S5 S5 S5
2 S8 SS S8 S8
3 S8 55 55 =5
4 S5 S5 S8 S5
1 ml — 1,5 ml 5 +
6 T
7 f
8 :

S5 = sem sintoma
¥ = morte do animal

Quanto ao nivel de formol necessirio e suficiente para promover

completa destoxificacdo da toxina botulinica tipo B, os ensaios realizados
demonstraram que ele oscilava, sob nossas condicoes de trabalho, entre
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as concentracoes de 0,56 a 0,6% embora outros investigadores tenham en-
contrado concentracdes que variam entre os extremos de 0,3 a 1% 2 .

O alumen foi utilizado como adjuvante, por ser o mais empregado na
acsorcdo da fracdo antigénica das anatoxinas botulinicas destinadas a hi-
perimunizacao de cavalos % 4 1. 13. 22. 27,

Na tabela 3, estid representado o resultado de um dos ensaios refe-
rentes a dosagem da mistura de plasma antibotulinico tipo B. O cavalo
imunizado com a anatoxina botulinica precipitado pelo alimen de potas-
sio, apresentou titulo antitoxico que atingiu o nivel de 150 UI de antitoxina
por milimetro de soro.

TABELA 3
Resultado da dosagem da mistura de plasma antibotulinico tipo B, frente a toxina botulinica

tipo B, inoculada por via intraperitoneal (0,5 ml da mistura de toxina e antitoxina em
camundongos de 18 a 22g)

Plasma antibotvlinico Toxina Solugiao de | Tempo de observagido em horas
padrio gelatina
Ul/ml Diluigio Volume (L+ =0,22 | fosfatada 24 48 72 96
i ml ml)
ml ' ml
50 b 0,5 1,1 0,9 0/4 0/4 0/4 0/4
100 10 0,5 1,1 0.9 0/4 0/4 0/4 0/4
150 15 0,5 1,1 0,9 0/4 0/4 0/4 0/4
200 20 0,0 1,1 0,3 2/4 3/4 4/4 s
Soro padrio
0,4 1,1 1,0 2/4 3/4 4/4 —
ol) 5 0,5 b | 0,9 0/4 i/4 2/4 2/4
0,6 1,1 0,8 ! 0/4 1/4 1/4 1/4

A tabela 4 apresenta o resultado da dosagem de soro antibotulinico

tipo B, que apds a purificacio e concentracdo atingiu niveis ao redor de
750 UI/ml.

Este soro, purificado e concentrado é finalmente diluido para apre-
sentar 500 UI/ml de antitoxina botulinica, de acordo com as recomenda-
coes emanadas da XV Secido de “Expert Commitee on Biological Stan-
dardization” da O.M.S.

g TABELA 4

Resultado da dosagem do soro antibotulinico tipo B purificado, frente a toxina botulinica padrio
tipo B, realizada em camundongos, via intraperitoneal (0,5 ml da mistura toxina-antitoxina)

Soro antibotulinico Toxina Solugio de| Tempo de observaciao em horas
— padrao gelatina -
UI/ml Diluigio Volume (Lt =022 | fosfatada 24 48 72 96
1; ml ml)
ml ml
500 50 0,6 1,1 0,9 0/4 0/4 0/4 0/4
750 75 0,5 1,1 0,9 0/4 0/4 0/4 0/4
1000 100 0,5 1,1 0,9 0/4 1/4 2/4 3/4
1250 125 0,5 1.1 0,9 2/4 4/4 — --
Soro padrio
0,4 1,1 1,0 3/4 3/4 3/4 4/4
50 5 0,5 1,1 0,9 1/4 3/4 3/4 3/4
0,6 1,1 0,8 0/4 0/4 0/4 0/4
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As toxinas e antitoxinas botulinicas tipo A e B, sio monoespecifi-
pas b 60 Sidato facilmentg ca_mprnvz’wel, de maneira segura e rapida,
através de testes de neutraliza¢ao cruzada, “in vivo” (tabela 5).

TABELA 5

Especificidade das antitoxinas botulinicas tipo A e B, pelo teste de reagdo cruzada*

Antitoxina Ul por Nio protegeu contra
tipo camundongo toxina do tipo
5 B
B 9 A

* Dose individual de 0,5 ml da mistura toxina-antitoxina, pela via intraperitoneal, em
camundongos de 18 a 22 g, sendo toxina botulinica ao nivel de L§/10 para tipo A e

Lt para tipo B

Com esta contribuicdo, pretendemos fornecer subsidios para enrique-
cimento do nosso arsenal soroterdpico, a fim de possibilitar um atendi-
mento imediato em eventuais casos de intoxicagdo botulinica provocada

pela poderosa toxina tipo B.

CONCLUSOES

1. Utilizando-se Clostridium botulinum tipo B, cepa IB-204, sele-
cionada da germoteca do Instituto Butantan, em funcdo de sua toxigeni-
cidade, foi preparada toxina botulinica tipo B, dosando cerca de 8 x 10°
DMM/camundongo;

2  destoxificada e transformada em anatoxina pela acdo do formol
a 0,5%, a anatoxina foi precipitada pelo all':l_men a 1,25%, resultando em
toxoide botulinico tipo B, altamente antigénico;

3. este antigeno foi empregado para hiper_imunizagﬁzﬂ de cavalos
através de hiperimunizacio, sendo a resposta anticorpogénica da ordem
de 150 UI de antitoxina botulinica hiperimune, tipo B, por ml de soro;

4. a mistura de plasmas resultante de diversas hiperimunizagdes,
permitiu obter um soro purificado que foi concentrado até atingir ao redor
de 750 UI/ml, o qual possibilitou sua dilui¢do até o nivel de 500 UI de
antitoxina botulinica tipo B, produto para fins terapéuticos, destinado ao
atendimento de eventuais acidentes botulinico humano.
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SUMMARY: The authors describe the methodology for the prepa-
ration of Clostridium botwlinum type B antitoxins, on industrial
scale, by hyperimmunization of horses with potassium alum absorbed
antigen.

Using a new immunization schema, the authors attained a mixture
of hyperimmune plasma, presenting approximately 150 UI/ml botu-
linus antitoxin, type B, which after ammonium sulphate purification,
according to the modified method of Pope, was concentrated to the
antitoxic level of 750 UI/ml. This concentrate was conveniently
diluted to contain 500 UI/ml of Clostridium botulinum type B
antitoxin to be employed during an eventual outbreak of human
botulism.

By ecross neutralization tests, it was also verified that the types A
and B antitoxins exhibit no cross-reaction with heterclogous toxin,
therefore behaving as monoespecific sera.

KEYWORDS: Botulism; preparation of botulinus antitoxin; Clos-
tridium botulinum type B; food poisoning; toxin, toxoid and type B
botulin toxoid.
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