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RESUMO -— Nao tendo sido pro- obtencAo de bons titulos neutralizantes
duzido ainda no Brasil, o0s soros e obtiveram finalmente plasma hiperi-
antibotulinicos o autor -estudou =a mune contendo 160 U.A/ml Esse soro
possibhilidade de obté-los no Bervigo de ap6s purificacio e concentracio apre-
Imunologia do Instituto Butantan pela sentou um titulo de cerca de 1.400
hiperimunizacao de cavalos. Iniciou UA /ml.
pelo preparo do Soro antibotulinico
tipo A, experimentou varios meios de 0 Soro purificado e concentrado foi
obtencio da toxina respectiva e obteve diluido para que contivesse 500 UA/ml.
toxinas dosando ao redor de 800.000 que ji se encontra disponivel para
D. M. M. para o camundongo as quais atender eventuais acidentes humanos.

transformadas em anatoxinas para
hiperimunizar equinos com c¢sse mate-

rial. UNITERMOS — Botulismo; envene-

Verificou que o esquema da hiperi- namento pela ingestao de conservas,

munizacio ¢é fundamental para a contaminadas com toxina Botulinica.
INTRODUCAO

Importdncia do botulismo.,
Dentro do quadm nosologico das intoxicacoes alimentares encontra-se o

botulismo. E um envenenamento ocasionado pela ingestio de conservas ali-
menticias preparadas sem os devidos cuidados, contaminadas por bactérias
anaerobias pertencentes a espécie Clostridium botulinum, secretora do mais
potente toxico conhecido.

Um miligrama de toxina botulinica pura cristalizada contém ao redor
de 1 milhio e 200 ml DMM para o cobaio (Van Heymingen, 1950).

Das intoxicagoes alimentares humanas o botulismo ¢ a mais drastica, sendo
a mortalidade causada por ele variavel entre 30 a 90 por cento nos casos
nio tratados e de 20 por cento nos casos tratados (Dumas, 1958).

O tnico tratamento curativo do botulismo é a soroterapia especifica. O
éxito da soroterapia reside sempre na precocidade do tratamento, por se tratar
de uma toxina com I‘lﬁl‘lidﬂdt’: ])I'iI‘IC]'l}HI 1]:_‘][} sistema nervoso ;ll]ﬁ:; 1 j]nprﬂg-
nacio deste, dificilmente regride o desenvolvimento da sintomatologia
caracteristica.

* Tegp apresentada ao Instituto de Ciéneias Blomdédicas, da Universidade de Sio Paulo,
para a obtencio do titulo de Doutor.

FEndereco para correspondéneia:
C.P. 65, Sio Paulo, Brasil.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 — Obtengao da toxina botulinica tipo A

ST ESY

Selecao de cepas toxigenas

ara a obten¢ao da toxina botulinica tipo A, o primeiro cuidado foi
selecionar cepas que apresentassem maior h}xig&lmsu. Existiam dez amostras
na germoteca do Instituto Butantan, a1|gu|n:15 das quais niao eram l'upic:mhls
desde 1937. Todas foram repicadas para meio de Tarozzi (1907); apos incuba-
¢ao durante 24 horas a 37°C, foram elas submetidas a bacterioscopia e as
provas de pureza, em aerobiose e anaerobiose. Em nenhuma amostra ocorreu,
dentro de cinco dias de observacao, crescimento em meios aerdbios; somente
no meio anaerobico é que ocorren crescimento, Em seguida, foram semeadas
em placas de Petri em anaerobiose contendo dgar h.nn[}hn. glicosado, adicio-
nado de 5% de sangue de carneiro desfibrinado, afim de i:-.'t:rs.[-rhlr se 0s aspectos
das colénias eram semelhantes aos descritos para o C. botulinum tipo A.
Segundo Zeissler (1930), nesse meio de cultura as colonias podem apresentar-
se sob cinco aspectos diferentes; as que observamos mostravam somente um
desseg aspectos: tinham cor cinzenta brilhante, eram salientes e arredondadas
e apresentavam bordos irregulares. Amostras colhidas dessas colonias foram
submetidas novamente a bacterioscopia: os germes tinham a forma de bas-
tonetes Gram-positivos, com bordos arredondados, isolados ou em pares;
observaram-se também, com rara frequéncia, esporos subterminais, caracteris-
ticas estas do genero Clostridium.

As cepas por nos experimentadas continham as seguintes indicacdes no
fichario correspondente:

381-1.B. — Recebida do Dr. Toledo Melo. Laboratorio de Micro-
biologia da Faculdade de Medicina de Sio Paulo. Indicagoes: “Clostridium
botulinum tipo A, Grupo IX — Amostra 33, recebida da Dra. Hilda Heller
em 3.12.31. San Francisco, Califérnia, U.S.A. — amostra 198 do Laboratorio
de Microbiologia da F du:u]{]’uh‘ de Medicina de Sio Paulo™.

n.? 387-1.B. — Recebida do Dr. Toledo Melo. Laboratorio de Micro-
biologia da Faculdade de Medicina de Sao Paulo. Indicages: “Clostridium
botulinum tipo A, recebida da Dra. Hilda Heller em 3.12.31. Isolade em
1931 da cultura de sangue do coragao de cobaia. Amostra HER 204 do

Laboratorio de Mluuhlu]ﬂg,m da Faculdade de Medicina de Sao Paulo —
10.5.87".

n? 388-I.B. Recebida do Dr. Toledo Melo. Laboratorio de Micro-
biologia da F 1:.111[1{1(1;: de Medicina de Sao Paulo. Indicagoes: “Clostridium
botulinum tipo A, recebida da Dra. Hilda Heller em 3.12.31. Isolado por
I. C. Hall, de um surto em Prince, Colorado, U.S.A., em 1931. Amostra 205
— Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina de Sao Paulo
— 10.5.32".
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n.? 389-1. B. — Recebida do Dr. Toledo Melo. Laboratorio de Microbio-
logia da Faculdade de Medicina de Siao Paulo. Indicacoes: “Clostridium botu-
linum tipo A, recebida da Dra. Hilda Heller em 3.12.31. Isolado nesse labo-
ratéorio, de uma lata de conserva vinda da Itilia em 1929, Amostra 206 —
Laboratorio de Microbiclogia da Faculdade de Medicina de Sio Paulo —
10.5.327,

n.c 391-1.B. — Recebida do Dr. Toledo Melo. Laboratério de Miecro-
biologia da Faculdade de Medicina de Sao Paulo. — Indicacoes: “Clostridium
botulinum tipo A — Grupo VII, recebida da Dra. Hilda Heller em 3.12.31.
Isolado em 1930 do trigo vindo de S. Joaquim Valley, California, U.S.A.
Amostra HAJ 207 do Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Medi-
cina de Sao Paulo — 10.5.37"

n.’ 392-1.B. — Recebida da Dra. Ida A. Bengtson, National Institute
of Health, Washington, D.C., U.S.A. Indicacoes: “Clostridium botulinum tipo
A. Cepa isolada de azeitonas — 9.6.37. Data 27.7.37”.

n.? 394-1.B. — Recebida da Dra. Ida A. BL'.ngt:-:nll, National Institute
of Health, Washington, D.C., U.S.A. Indicacoes: “Clostridium botulinum
tipo A",

n.” 395-1.B. — Recebida do Dr. J. B. Gunnison, que a obteve da colegio
do Dr. K. F. Meyer. University of California, San Francisco, U.S.A., 3.8.37.
Indicages: Clostridium botulinum tipo A”.

n 62-1.P. — Recebida do Instituto Pasteur, Paris, enviada pelo Prof.
A. R. Prévot em 1962, Indicacces: “Clostridium botulinum tipo A”.

n. 193-I.P. — Recebida do Instituto Pasteur, Paris, enviada pelo Prof.
A. R. Prévot, em 1962. Indicagoes: “Clostridium botulinum tipo A,

3.1.2 — Preparo do meio de cultura

O poder da toxigénese varia grandemente de uma raca para
outra; algumas ragas sio muito ativas, enquanto outras sio quase atoxicas.
O meio de cultura desempenha também papel preponderante para a producio
de toxina (Gunnison & Meyer, 1929), '

Para determinar o poder toxigénico de cada cepa, utilizamos um meio de
cultura apropriado para producio de toxina proposto por Wadsworth (1947).
Foram preparados cinco litros de meio de cultura, segundo a féormula ori-

ginal com pequenas alteragoes ditadas pela nossa experiéncia em trabalhos
dessa natureza. Ficou assim constituido o preparo do meio:

Carne de vitela ...... e St 000 o
Peptona (Oxoide) ......... e A S0 ¢
Cloreto de sodio ... .. ARl b 25 @
_r'iglm Rt e e e A S ORI S . 5000 ¢
(ZlicOse b i e s e st T 200 ml
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a) A carne deve ser desembaracada de gorduras e aponevroses e moida
a seguir.

b) Adicionar um volume de 4gua correspondente ao peso da carne.

c¢) Deixar em maceracao uma noite na geladeira, entre 4°C a 6°C.

d) Retirar da geladeira, levar ao fogo e ferver por cinco minutos,

e) Decantar e filtrar em algodio de vidro; espremer a carne residual em
pano, filtrar o suco em algodao de vidro, juntar ao filtrado e reacertar com a
mesma agua, o volume para 5000 ml.

f) Dissolver o sal e a peptona em 500 ml de caldo e adicionar ao volume
total do meio; misturar e acertar o pH a 84.

¢) Aquecer em vapor fluente por cinco minutos, deixar esfriar e rea-
certar o volume.

h) Filtrar em papel xarope.

i) Acertar o pH de 7, 6 a 7, 8.

j) Distribuir em baldes de fundo chato de 500 ml, contendo 450 ml de
meio e cobrir com uma camada de mais ou menos um centimetro de espes-
ura de “Vaspar® (vaselina e paratina), com um ponto de fusio ao redor
sura de “Vaspar® (vaselina yaral om yonto de fus 1
de 30°C.

k) Proceder a esterilizacao fracionada a 100°C, durante meia hora, por
tres dias consecutivos.

1) Apods a ultima esterilizagiio, retirar os frascos da autoclave e restriar.
bruscamente em dagua fria até a temperatura de aproximadamente 45°C.

3.1.3 — Preparo do inoculum

Prévot & Brygoo (1953) verificaram nao haver necessidade de aquecimento
prévio do inoculum. Seguindo esta orientagio, cada cepa foi semeada em
20 ml de meio Tarozzi; ap6s crescimento de 24 horas e conteudo de cada tubo
era utilizado como inoculum para cada balio do meio. No momento da semea-
dura, era também adicionada esterilmente 18 ml da solucio de glicose e os
baldes eram incubados a 37°C, durante um periodo de dez dias. Retirados da
estufa, colhiam-se amostras de cada balio e faziam-se as provas de pureza.

3.1.4 — Titulacdo da toxina

Inicialmente fizemos ensaios preliminares aproximados dos titulos das
toxinas botulinicas em DMM em camundongos, segundo Nigg et alii (1942)
para em secuida procedermos, conforme a recomendacgio da OMS (1963), a
precisar os titulos téxicos pela determinagio do LD 50. Para a toxina botu-
linica, esta ¢ a menor quantidade de toxina que, quando inoculada intrape-
ritonialmente em camundongo de 18 a 20 gramas, causa a morte de cerca de
0% dos animais em 96 horas.

As amostras para a titulagem eram colhidas de cada balao separadamente
¢ centrifugadas a 2.000 r.p.m., durante meia hora, em centrifuga refrigerada

a 09,
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Littauer (1951) conseguiu, com certa precisio, a estabilidade da toxina
botulinica tipo A trabalhando & baixa temperatura e empregando, para a sua
diluicdo, uma solugio tampido de gelatina fosfatada dipotassica em pH 6.6,
conforme preconizado por Stevenson ef alii (1947). Supde-se que a adicio da
gelatina dd a toxina estabilidade provavelmente similar aquela conferida por
uma solucao concentrada de proteina hidrolirada aminéide (Sommer & Som-
mer, 1928).

Em seguida, o decantado era diluido em solu¢iio de gelatina fosfatada, fa-
zendo-se duas diluigdes para cada amestra: uma de 1:10.000, correspondente
ao titulo de 20.000 DMM/ camundongo; e, outra, de 1:60.000, correspondente
ao titulo de 120.000 DMM/ camundongo.

De cada dilui¢ao inoculamos, individualmente, 0,5 ml em lotes de 4 ca-
mundongos, com o peso de 18 a 20 gramas. A observacao da morte dos camun-
dongos era feita e anotada a partir de 24 horas até o maximo de observacio, que
foi de 96 horas, conforme preconizado por Nigg et alii (1947). Os resultados
encontram-se na Tabela 1.

De cada baldo semeado foi feito um repique em Tarozzi e repetimos mais
uma vez todo o processo, desde a preparacio do inoculum até a titulacao.
Os resultados desta segunda prova encontram-se na Tabela 1I.

3.1.5 — Toxinotipia

Nio hid neutralizacio entre as toxinas de tipo A e as de tipo B, como
alguns autores acreditaram existir (Legroux & Jeramec, 1953). Prévot & Bry-
goo (1952) demonstraram que essas duas toxinas nido apresentavam, na rea-
lidade, semelhanga antigénica, como ocorre com outros tipos de toxinas botu-
linicas.

Utilizamos o método preconizado pelo Instituto Pasteur, que permite fa-
zer rapidamente o diagnéstico do tipo (Prévot, 1955).

Tomamos as toxinas a determinar o tipo (as oriundas das ragas n.%s 358-1.B.
e 389-1.B. previamente dosadas) e fizemos uma diluicio contendo 10 DMM em
0,2 ml. Essa dose era misturada a 0,2 ml. de soro padrio autobotulinico tipo A,
contendo 1/10 U.A. de soro padronizado proveniente do “Serum of the Medical
Research Council, London”. O volume era completado a 0,5 ml, com solucao
tamponada de gelatina fosfatada. As misturas eram preparadas em quantidade
para 5 camundongos e deixadas em contato & temperatura ambiente por uma
hora. Em seguida eram inoculados 0,5 ml em cada um de 4 camundongos.
Como controle eram utilizados dois camundongos inoculados por via intra-
peritonial com 10 DMM contidas em um volume de 0,5 ml. Havendo sobre-
vivéncia dos camundongos inoculados com misturas de soro e toxina dos
controles, o tipo estd determinado, conforme mostra a Tabela III.

3.1.6 — Conservacao das cepas

As amostras de Clostridium botulinum tipo A usadas para produgio de
toxina devem ser conservadas a baixa temperatura e em meios especiais de

o
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manutencio, pois tacilmente perdem seu poder toxigénico (Stevenson et alii,
1947 ).

Apods as provas de pureza e toxinotipia, as amostras selecionadas foram
transferidas para o meio de manutengio. Utilizamos o meio recomendado por
Wadsworth (1947) para esse fim, cuja composi¢io é a seguinte:

Infusan de ecarne concentrada

(carne 900 g — agua 1000 ml) .......... 500 ¢
A L L Tp e O 5 ¢
GloretozdatSodio et o s Tt ah S e g J g
Eentona et Crxo10 o) M ALar s i sqesnl 210 o
Aguali it v A TR o %ot RIS et e 500 g
Glicosa syt i s o e A e 10 g/kg

Dissolver o agar na agua pela autoclavagiao, a peplona e o sal na infusao.
Misturar. Completar o peso total. Ajustar o pH para 7, 8. Filtrar por aspiragio,
quando ainda quente, através de algodio de vidro. Pesar o filtrado obtido e
adicionar a glicose, Distribuir conforme especificado em tubos de 16 por 133
mm e autoclavar trinta minutos a vapor fluente.

Os tubos assim preparados, apos resfriados eram colocados na estufa a
37°C. onde permaneciam durante cinco dias, sendo entio transferidos para a
geladeira e mantidos a temperatura de 4°C a 6°C.

Stevenson et alii (1947) loe. cit. observaram que as culturas quando man-
tidas a 4°C, preservam sua toxigénese e a conservavam durante cerca de tres
meses. Findo esse prazo, precisam ser repicadas para manter ativo seu poder
toxigénico.

As cepas por nos selecionadas e conservadas como acima descrito eram,
quando necessario, repicadas para o meio de Tarozzi e, apos 24 horas de
crescimento, utilizadas como inéculo para os meios de produgio de toxina.

3.2 — Determinagio do tempo necessdrio para a toxigénese mdxima nas
nossas condicoes de trabalho.

Procuramos inicialmente verificar qual era o tempo necessario para se
obter a toxigénese maxima para uma das cepas selecionadas (388-1.B.), utili-
zando sempre o mesmo meio de cultura.

Para isso usamos tres baloes, contendo 1000 ml de meio de cultura. Usa-
mos a técnica ja descrita na seccao 3.1.2 “"Obtengao da toxina botulinica tipo
A", Os meios eram semeados usando-se um tubo de inéculo para cada balao.
Os balbes eram incubados a 37°C,

Passamos a colher amostras dos meios a partir do terceiro dia, com inter-
valos de tres dias, até o vigésimo primeiro dia, Os baloes era cuidadosa-
mente agitados antes da colbeita da amostra para homogenizar a distribuigio
da toxina no meio. Em seguida, de cada um era retirada uma amostra de
10 ml e centrifugada a 4.°C a 2000 r.p.m. durante trinta minutos. No sobre-
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nadante era titulada a toxina. Os resultados estio consubstanciados nas Tabelas
IV a . X

3.3 — Influencia da variagio da concentracdo dos componentes do meio
de cultura na toxigénese

Procuramos verificar a influencia (que pnderia ocorrer na toxigénese mo-
dificando-se a concentragao dos componentes do meio de cultura ja descrito
na seccio 3.1.2. :

Tentamos uma verificagdo nesse sentido variando a quantidade dos com-
ponentes do meio, isto é, carne, peptona e glicose, com excegio do cloreto de
sodio, cuja concentragio era mantida a mesma. Tomamos tres baldes: o ni-
mero (1), contendo cingiienta por cento da quantidade dos componentes do
meio basico; o nimero (2), as quantidades normais dos componentes do meio
basico e, o numero (3), o dobro das quantidades do balio nimero (2).

Empregamos a mesma técnica e os mesmos ingredientes no preparo do
meio de cultura para cada baldo.

Nos baloes (1) e (2), o volume do meio era de 2500 ml e, no balao (3),
cujos componentes entravam em dobro, o volume foi dividido em duas porg¢oes,
cada qual com 1250 ml.

Cada qual dos baldes contendo o meic de cultura foi semeado utilizando-s=»
como indculo 20 ml de cultura de 24 horas em meio de Tarozzi, com a cepa
C. botulinum tipo A n.” 388-1.B. e incubado a 37°C durante 6 dias. O baliao
n.” 3, apos a retirada de amostra para titulagio, era em seguida adicionado de
igual volume também de meio concentrado, totalizando assim um volume de
2500 ml e mantido por mais 6 dias de incubacio quando era entdo retirada
nova amostra para titulagio.

Os baldes contendo os meios eram retirados da estufa, colhendo-se em
seguida as amostras para as provas de pureza e para titulacio da toxina. Cada
amostra utilizada para a dosagem era centrifugada e, o sobrenadante, diluido
em solugio de gelatina fosfatada em aliquotas e titulado em camundongos.
Realizamos essa observagio com tres partidas de meio de cultura preparadas
em ocasioes diversas. Os resultados estio inseridos nas Tabelas de n.%s XI,
XII e XIII.

Procuramos ainda verificar o resultado quando utilizado o meio de cultura
contendo o dobro dos valores dos componentes, sem dividirmos em duag por-
coes. Observamos os mesmos critérios adotados para as experiéncias acima.

Apos doze dias colhemos amostras da série de tres baldes. Os resultados
estiio inseridos na Tabela XIV.

3.4 — Verificagao da toxigénese botulinica tipo A no meio de Prévot &
Brygoo

Procuramos testar um meio considerado por Prévot & Brygoo (1951) como
otimo para a cultura de clostridios e, principalmente, para a obtengio de suas
toxinas, Este meio é conhecido como meio de V F. -
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Formula e preparo do meio

Aovias dest lad o e s e 4000 iml
Carne de vitela ........ S R A Lol 800 ¢
D PEG R G f s 200 g
3 (L (G E L0 o b i s e o0 40 ml
Eepsina #{Oxoide [ 4l s e 25 g
Glicose b ran S rn e B i Lo e s 60 g

Misturar a carne e o figado finamente moidos. Adicionar os dois tercos
do volume total de dgua aquecida a 45°C. Dividir o terco restante em duas
partes: uma para dilui¢ao do HCI e, outra, para a pepsina, os quais sio adi-
cionados em seguida ao volume total da mistura. Incubar em estufa a 48°C,
durante vinte horas, interromper a digestao pelo aquecimento riapido a 60°C
por cinco a dez minutos, Deixar esfriar, filtrar através de algodao de vidro e
ajustar o pH do filtrado para 7,7 a 7,8 com solugiao de NaOH a 40%.

Submeter o filtrado a vapor fluente por quinze minutos. Retirar da au-
toclave, deixar esfriar em meio ambiente e colocar na geladeira durante vinte e
quatro horas. Em seguida, filtrar através de papel xarope e reajustar o pH
para 7, 6 a 7, 8. Distribuir o filtrado em frascos de Erlenmeyer de 5000 ml,
centendo 3000 ml de meio de cultura cada um e cobrir com mais ou menos
um cm de altura com “Vaspar’. Auioclavar a 110°C por trinta minutos.

Retirar da autoclave e resfriar rapidamente, mergulhando os baloes em
tanque de dgua fria, até que o meio fique com a temperatura de aproximada-
mente 45°C,

Foi preparada uma partida para 4 baldes.

No momento de semear, adicionar 300 ml de solucio de glicose a 20%
em cada frasco e incubar em estufa a 87°C.

Para cada balao contendo 3000 ml de meio de cultura usamos um inéculo
de 20 ml de meio de Tarozzi com cultura de 24 horas, da cepa n.” 388-1.B. e
incubamos durante nove dias. Em seguida, de cada balio colhia-se uma amos-
tra, que era centrifugada a 2000 r.p.m., durante trinta minutos. Separado o
sobrenadante, era ele diluido em solucio de gelatina fosfatada. Os resultados
sio apresentados na Tabela XV. |

Preparamos nova partida de meio de cultura, usando as mesmas téenicas,
com a mesma cepa. Distribuimos o preduto em sete baldes, cada um con-
tendo 3000 ml. Semeamos nas mesmas condicdes anteriores e observamos o
mesmo tempo de incubagio. As titulacbes estio expostas na Tabela XVI.

3.5 — Influencia do tipo de filtragio na perda do titulo da toxina tipo A

Na preducgiao de toxina botulinica em volumes necessirios a4 hiperimu-
nizagio, a cultura apos a incubagio, era, no inicio dos nossos trabalhos, fil-
trado em placas Seitz EKS. Verificamos logo que tal procedimento levava a
grandes perdas no titulo da toxina. Supondo que a placa Seitz adsorvia a
toxina passamos a utilizar velas Mandler esterilizantes preconizadas por Nigg
et alii (1946) montadas em forma de cachos com 4 velas de 12 em de com-
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primento e 2 cm de diimetro, para a filtragio de 15 litros. Posteriormente,
visto a dificuldade de obter velas Mandler passamos a usar velas Berkefeld N,
de 20 ¢cm de comprimento e 2,5 cm de didmetro, conjugadas aos pares, para
filtrar também 15 litros. Em todos os casos amostras eram colhidas antes
da filtracio e centrifugadas a 2000 r.p.m. durante 15 minutos para fins de
titulaciio, afim de comparar os titulos antes e depois da filtragio. Os resul-
tados estio reunidos na Tabela XVII.

3.6 — Preparo da anatoxina botulinica tipo A

Para transformacio das toxinas em anatoxinas, escolhemos aquelas que
apresentavam titulos razodveis, isto & acima de 100.000 DMM/camundongo.

A quantidade de formalina usada por outros investigadores no preparo
das anatoxinas variava entre 0,3% a 1% (Polson et alii 1946; Hottle et alii, 1947,
Prévot et alii, 1953 ).

Procuramos verificar nas nossas condigoes de trabalho qual a quantidade
de formalina suficiente para a destoxificacao que preservava melhor antigeni-
cidade. Utilizamos quantidades iguais de toxina, as quais foram adicionadas
porcentagens varidveis de formol (0,3, 04, 05, 08 e 1%) e incubamos a
37°C por tempo variavel e com agitagio diaria.

Para cada partida de anatoxina procediamos a verificacio da destoxifi-
cacio das anatoxinas primeiramente realizados em camundongos de 18 a 20 ¢
de peso. Retirdivamos amostras das anatoxinas, apos tempos varidveis da aciio
do formol a 37°C e inoculavamos 1 ml por via intraperitonial, em lotes de
cinco animais. Caso os animais nao apresentassem sintomas de toxemia botu-
linica no prazo de dez dias, passivamos a4 prova subsequente, que era feita
em cobaias de 250 a 300 g de péso, em lotes de cinco animais, inoculados
com 5 ml do mesmo material por via subcutinea. A prova prévia feita em
camundongos indicava de antemio se havia toxicidade residual ou nio.

As cobaias eram observadas durante 40 dias, apés o que eram sangradas
por puncao cardiaca. Os soros obtidos de cada lote eram misturados em partes
iguais e a mistura titulada em unidades antitoxicas internacionais, conforme
descrito na secgiio 2.4. Os resultados estao expostos na Tabela XVIII.

Passamos a utilizar, como rotina, em nosso laboratério para a hiperimu-
nizacao dos equinos, as anatoxinas de bom poder antigénico, isto é, aquelas
que determinavam nas cobaias titulos acima de 2,0 U.A.

3.6.1 — Preparo da anatoxina botulinica tipo A precipitada pelo aliimen

Apos provas satisfatorias de inocuidade, antigenicidade e esterilidade, as
anatoxinas eram adicionadas de uma solucio estéril de sulfato de aluminio e
potassio a 10% com agitagio constante, resultando numa concentragio final
de 1,25% de altmen. Apds essa adi¢ao o pH baixa de 5,5 a 5,8 para 3,8 a 4,0.
Para determinar a precipitagio Otima era necessirio elevar o pH para 2,0,
com uma solucio de hidréxido de sodio a 40% e deixar sedimentar durante
24 horas. O pricipitado assim obtido contem toda a substincia antigénica.
Apés a sedimentacdo era desprezado o sobrenadante e o precipitado ressus-
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penso ao nivel primitivo com solugao salina e agitado; em seguida, deixa-se
novamente repousar por vinte e quatro horas, quando ¢ novamente retirado
por sifonagem o sobrenadante; essa operagiao ¢é repetida tres a quatro vezes
até obter-se um sobrenadante iimpido.

3.6.2 — Prova de antigenicidade da anatoxina precipitada pelo aliimen

Baseamo-nos na observagiao de Rice et alii (1947) que consiste na ino-
culagio de 1 ml de anatoxina precipitada pelo alimen a um lote de cinco
cobaias de 250 a 300 g, por via subcutinea. Apos quarenta dias, os animais
sio sangrados per pungio cardiaca em 5 a 10 ml; os plasmas sio misturados
em partes iguais e a mistura dosada em camundongos de 18 a 20 g, em
namero de quatro para cada titulo (1 U.A., 2 U. A, 4 U.,A., 8§ U.A_,
LORLIE AR

Os titulos encontrados variaram entre 1 U.A. a 16 U.A. Consideravamos
como boa a resposta antigénica quando encontrivamos titulos acima de duas
unidades, Apds quarenta e oito horas, as cobaias sangradas eram inoculadas
com 100.000 DMM de toxina botulinica tipo A com o intuito de ratificar o
resultado da prova anterior.

Selecionadas as anatoxinas precipitadas pelo alimen, isto é, aquelas que
apresentavam maior antigenicidade, passamos a utiliza-las na hiperimunizacao
de equinos para obtenciao de antitoxina botulinica.

3.7 — Hiperimunizagdo de cavalos para obtengao da antitoxina botulinica
tipo A

Iniciamos com um esquema de hiperimuniza¢io preconizado por Wein-
berg & Goy (1925), empregando anatoxina de antigenicidade comprovada.
Comegamos aplicando em 4 cavalos uma dose vacinante de 10 ml. Apds 15
dias pusemos em pritica o esquema de hiperimunizagio, com inoculacdes
subcutineas, principiando com a dose de 30 ml para cada animal.

De 15 em 15 dias continuamos aplicando as seguintes doses individuais:
60 ml, 110 ml, 200 ml, 300 ml e 500 ml.

Sete dias apos a ultima inoculagio, fizemos a sangria exploradora na
veia jugular, para aferigio do grau de resposta. A titulagio do plasma de
cada cavalo foi feita separadamente pelo teste de neutralizacio, cuja técnica,
esta descrita no "Boletim de L’Organization Mondiale de la Santé (1963)”.

Visto que esse esquema de hiperimunizagio nio proporcionou resulla-
dos satisfatérios — os plasmas dosaram entre 10-40 U.A., outros esquemas
foram tentados.

Dentre os esquemas de hiperimunizacio por nds ensaiados o que me-
Ihores resultados nos proporcionou foi aquele decalcado de nossa experiencia
no Instituto Butantan, para a hiperimunizacio em difteria com algumas mo-
dificacoes que nao compete discutir aqui.

Nesse sistema as inoculagbes de antigeno eram administradas em peque-
nas quantidades diariamente durante as tres primeiras semanas; na quarta
semana as inoculagoes eram administradas em dias alternados e, na quinta e
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sexta semanas, eram feitas apenas duas inoculagbes, de acordo com o seguinte
protocolo:

Inicio de imunizagdao

1.9 semana

e al o0 i A e e b e e 5 ml Anatoxina pp. aliimen
Do diater i b e et o 5 ml 2 g2 »
3.“ di:: BOE & B 8 ® oW omo§ W * ® PR o8 o8 ¥ B & 5 ln] » 5] 3 ]

4 USdaie e p A L S S 10 ml » » ”
SRLLTO MR o e e b S e R e o 10 ml e » »
un {]iil .......................... l-[] m] 3 LR ¥
90 semana

LD TP o A0S Sl SR e R T 20 ml Anatoxina pp. altimen
2-“ ':.I.i:. .................... ; 2{} ]-n] EE] w5 55
S_U (li;l g R T e B L B L B R Al 2“ ].nl w oy e
BV - 0 S sl B s . 40 ml » »
BOordiar b A e 40 ml + » ”
8.58 dig SR a7 R 40 ml] » » -
3.4 semana

LG diaiien e . R 60 ml Anatoxina pp. alimen
Erﬂ' Lli“. e PR S T T PR, o e ol R o ﬂﬂ ]-l-l] ¥ ¥3 ET]
31-{} {liﬂ OB ® oW o# @ 6 B BT e D A T B B T e e e e B(} ]-I-I-I_ >3 N L1
4}7‘ 'diﬂ. it e AT A A R R MR e STl M e R 8{]‘ ]TII s 2 2
5-{) di'ﬂ. §F 8 % ®m @ = & L T L T S S R ey Sﬂ ln] L ¥y ¥
6-” [liﬂ e A e S g W e s et a e 8(} ]n] Lid e »
4T semanda

Lo dialh e e e A Sk, . 100 ml Anatoxina pp. alimen
908 clin St e S B e e ST 00 ml » » ”

M .4':'. ..... & . e e Sy m 3 e 58
3.9 dia 100 ml

6.9 di'ﬂ. e v N R et w T e T e - 15(} “ﬂ *s » »
5.7 semana

PALLEES | Y R Pl L i IO LIS 150 ml Anatoxina pp. alimen
5.” diﬂ ..... T e L g g e ek et ot [ 150 I]-.Il Eed L] 1]
6.2 semana

2.0 dia ........ I .. 200 ml Anatoxina pp. aliimen
5-[} (-liil ........ & # # 8 & & @ @ ® # @ @ = @ Eﬂn ln] £ e o

Ao fim da primeira imunizagiao cada cavalo havia recebido um total de
1.795 ml de antigeno; todos suportaram bem esse esquema de hiperimuni-
zagdo e nao apresentaram reagoes de maior importancia.
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Sete dias apos a ultima dose de antigeno era feita a sangria exploradora;
se apresentassem titulo suficiente de anticorpos os animais eram sangrados
(5% do seu péso) tres vezes, com intervalo de dois dias entre cada sangria.
Em seguida os animais entravam em periodo de repouso por um espago de
trinta dias. Findo esse tempo eram submetidos & reimunizagio durante um
periodo de quatro semanas, obedecendo ao seguinte esquema:

1.% semana

R T e i s 50 ml Anatoxina pp. alimen
6+U diﬂ e e R e e S Al e el e P 5['] ]-lﬂ. 3 » »
2.9 semana

3.0 7 clig ST el e SR e e (S et 100 ml Anatoxina pp. alimen
He f]iﬂ e S B b o w R it 100 ]Tj] 4 rx 22

a3.% semana

3.0 [lii e A e e i S S i - 150 l'I‘ll Anatoxina 1‘}1]. ﬂIﬁmcn
i-u diﬂ. § @ @ @& ® & ® ® ¥ W B ¥ @ o@m @ W m @ R e R e 15{} -Inl L ¥ M

4% semana

307 i o S s S L e T . 200 ml Anatoxina pp. aliimen

REAOTEN | e e R e 200 ml 3 2 -

Cada animal recebia um total de 1.000 ml de antigeno.

Repetia-se a imunizac¢do apos cada periodo de sangria e repouso.

Todos os cavalos eram sangrados em 5% do seu peso. O sangue era re-
cebido sobre uma solugao de 17% de citrato de sédio, na propor¢io de 10%
dessa solugdo, em relagio ao volume de sangue a ser colhido. Em seguida,
era conservado na geladeira até que houvesse separagio do plasma.

O plasma sobrenadante era entiao decantado, fenolado a 04% e, em se-
guida, colocado e conservado em geladeira, aguardando maiores volumes para
serem ajuntados antes da purificacio e concentragio.

3.8 — Determinacao da potencia da antitoxina Dbotulinica tipo A
Séro padrao

Para titulagio de nossas antitoxinas utilizamos um soro padriao enviado
pela “W.H.O.” — “International Laboratory for Biological Standards by
Statens Serum Institute”, de Copenhage, acondicionado em ampolas sob a
forma de poé seco (liofilizado) contendo 68,0 mg, equivalente a 500 U.A.

Dissolvendo-se o conteudo da ampola em 10 ml, constituidos por uma
parte de solugio salina isotonica esteril misturada com duas partes de glicerol
neutro e estéril, cada mililitro desse soluto contém 50 unidades internacionais

adra ‘ ini ipo A.
de soro padrio antibotulinico tipo A
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Toxina (Determinacio da DL530)

Tomamos 150 ml de uma toxina botulinica tipo A por nos preparada
e misturamos a igual quantidade de glicerol neutro, estéril. A mistura era
mantida em geladeira a 4°C. O resultado da determinacio do titulo téxico
em DL50 para camundongos encontra-se na Tabela XIX, mostrando conter
cerca de 87.900 DL50 por ml.

A toxina foi, em seguida, diluida a 1:8, de modo a conter aproximadamente
1.000 DMM em 0,1 ml afim de determinar o seu limite-morte ou teste-dose.

Determinacdao do limite-morte

Da mistura da toxina e soro padrdo, foram preparadas nove aliquotas.
Tomamos quantidades fixas de soro padrio, isto é, 0,5 U.A., e o misturamos
com quantidades variadas da toxina utilizada como padrio e diluida a 1:8.
O volume final era completado para 2,5 ml com solugio de gelatina fosfatada
e 0,5 ml de cada mistura inoculada por via intraperitonial em cada um de
quatro camundongos de 18 a 20 g de peso. Os resultados estio expostos na

Tabela XX.

Doseamento das misturas de plasma e do séro final

Os plasmas obtidos pela hiperimunizacio de equinos eram dosados em
U.A,, segundo o método da OMS, e reunidos em volume suficiente para as
operagCes de purificagdo e concentragio.

Um protocolo exemplificativo encontra-se na Tabela XXI.

O plasma foi diluido 1:180 e desta diluicao tomamos volumes corres-
pondentes aos titulos propostos: 0,64 ml, 0,56 ml, 0,50, ml e 0,45 ml. Cada
um desses volumes foi misturado com 5 doses testes da toxina contida em 0.7
ml e o volume completado para 2,5 ml com solugao de gelatina fosfatada. As
solugoes assim obtidas foram incubadas a temperatura ambiente por uma hora.
Em seguida era inoculado, por via intraperitonial, 0,5 ml de cada mistura
em camundongos pesando de 18 a 20 g. Para cada titulo proposto, eram
inoculados quatro animais, havendo sempre 0,5 ml de excedente. Os animais
permaneciam em observagio por 96 horas.

Todas as misturas de plasmas foram concentradas e purificadas segundo
o método de Pope, adaptado e modificado por Furlanetto & Santos (1961).
O doseamento do plasma exemplificado na Tabela XXI apés a purificagio
e concentracio descrita, encontra-se na Tabela XXII.

De acordo com os requisitos minimos da Organizacio Mundial de Saude,
0 soro antibotulinico tipo A por nos preparado foi diluido para conter 500
U.A./ml. O protocolo final da titulagio desse soro apds a conveniente di-
lui¢ao, encontra-se na Tabela XXIII.
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T.

em nossas experimentacoes, comentadas a seguir,

RESULTADOS

Estudos sobre a preparacio do soro antibotulinico tipe A.
1972.

Neste capitu]n estao insertas as tabelas referentes aos resultados obtidos

Limitamo-nos, pois, a apresentacio das tabelas com explicagbes sucintas
das mesmas.

Resultados das titulacdes da toxrina obtida das diversas amostras

TABELA I

de C. botulinum tipo A. Primeira passagem em meio de cultura.

Cepas n°?

Titulos testados

381-1.B.

387-1.B

388-1.B

380-1.B

-

J91-1.B.

302-1.B.

394-1.B.

395-1.B.

62-1.P.

193-1.P.

Tempo de observacao em horas

e ——— e an

14

L

— Instituto Pasteur

24 48 T2 08
20.000 0/4 0/4 0/4 1/4
120.000 0/4 0/4 0/4 0/4
20.000 0/4 0/4 0/4 0/4
120.000 0/4 0/4 0/4 0/4
20.000 2/4 2/4 3/4 41/4
120.000 0/4 0/4 1/4 2/4
20.000 0/4 0/4 2/4 3/4
120.000 0/4 0/4 0/4 0/4
20,000 0/4 0/4 0/4 0/4
120.000 0/4 0/4 0/4 0/4
20,000 0/4 0/4 0/4 0/4
120 .000 0/4 0/4 0/4 0/4
20,000 0/4 0/4 0/4 0/4
120.000 0/4 0/4 0/4 0/4
20.000 0/4 0/4 0/4 0/4
120.000 0/4 0/4 0/4 0/4
20,000 0/4 2/4 3/4 4/4
120.000 0/4 0/4 0/4 0/4
20.000 0/4 0/4 2/4 3/
120.000 0/4 0/4 0/4 _ﬂf#
I.B. — Instituto Butantan
Procedéncia:
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TABELA 1II

Resultados das titulacdes obtidas pelo cultivo de diversas amostras
de C. botulinum tipo A. Segunda passagem em meio de cultura

Tempo de observacido em horas

I.P. — Instituto Pasteur

Cepas n° Titulos testados -
o4 48 T2 96
200, 000 0/4 2/4 2/4 4/4
381-1.B. 120.000 0/4 0/4 1/4 2/4
20. 000 0/4 0/4 0./4 0/4
387-1.B. 120.000 0/4 0/4 0/4 0/4
20,000 4/4 4/4 4/4 4/4
388-1.B. 120. 000 4/4 4/4 4/4 4/4
20.000 4/4 4/4 4/4 4/4
380-1.B. 120. 000 4/4 4/4 4/4 4/4
20.000 0/4 0/4 0/4 0/4
301-1.B. 120.000 0/4 0/4 0/4 0/4
200,000 4/4 4/4 4/4 4/4
302-1.B. 120.000 4/4 4/4 4/4 4/4
20,000 0/4 0/4 0/4 0/4
394-1.B. 120,000 0/4 0/4 0/4 0/4
20.000 0/4 2/4 2/4 4/4
395-1.B. 120.000 0/4 0/4 3/4 3/4
20, 000 4/4 4/4 4/4 4/4
62-1.P. 120.000 4/4 4/4 4/4 4/4
20, 000 2/4 3/4 4/4 4/4
193-1.P. 120.000 1/4 2/4 2/4 4/4

I.BE. — Instituto Butantan

Procedéncia:
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TABELA IV

Determinacio do periodo de torigénese mdxima para a producdo de toxina botulinica
tipo A. (Cepa n* 388-1.B., amostras dos baldes I, 2 e 3, retiradas apds 3 dias de

semeadura) *

Tempo de observacio em horas

Balao Diluicao da Titulo
nv Toxina 1: DMM 24 48 79 l 96

100.000 200.000 4/4
150. 000 300,000 2/4 3/4 4/4

1 200.000 400.000 0/4 1/4 3/4 4/4
250,000 500. 000 0/4 1/4 1/4 1/4
200 . 000 600 .000 0/4 0/4 0/4 0/4
100. 000 200.000 3/4 4/4
150. 000 300. 000 3/4 4/4

2 200.000 400.000 0/4 2/4 3/4 3/4
250,000 200 . 000 0/4 0/4 1/4 1/4
300.000 600.000 0/4 0/4 0/4 1/4
100. 000 200,000 4/4
150. 000 300. 000 3/4 4/4

3 200. 000 400.000 2/4 o2/4 3/4 4/4
250,000 200. 000 0/4 0/4 1/4 1/4
200, 000 600 . 000 0/4 0/4 0/4 0/4

* TInoculacao de 0,5 ml por i-ria intraperitonial em camundongos

TAEBEELA V

Determinagdo do periodo de torigénese mdxima para o producdo de toxina botulinica
tipe A, (Cepa n* 388-I.B., amosiras dos baldes 1, 2 e & retiradas apds seis dias da

semeadura)®

Tempo de observacio em horas

Balao Diluicao da Titulo
ne Toxina 1: DMM i
24 48 I 72 96
300,000 600 . 000 3/4 4/4
350. 000 T00.000 2/4 3/4 4/4 -
1 400,000 800 . 000 0/4 0/4 2/4 3/4
450.000 900. 000 0/4 0/4 1/4 1/4
500.000 000, 000 0/4 0/4 0/4 0/4
300.000 600. 000 0/4 3/4 4/4
350, 000 700,000 0/4 2/4 474
9 400 . 000 K00, 000 0/4 0/4 3/4 4/4
450 . 000 900 . 000 0/4 0/4 1/4 1/4
.+ B00.000 1.000.,000 0/4 0/4 0/4 0/4
300.000 600 . 000 1/4 4/4
300 . 000 T00. 000D 0/4 3/4 4/4
3 - 400.000 200 .000 0/4 2/4 2/4 2/4
450.000 00 . 000 0/4 0/4 0/4 0/4
S00.000 1.000.000 0/4 0/4 0/4 0/4

* Inoculacio de 0,5 ml por via intraperitonial em camundongos
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TABELA VI

Determinacido do periodo de torigénese mdxima para a produg¢do de toxina botulinica
tipo A. {Cepa n®* 388-1.B., amostras dos balées 1, 2 e 3 retiradas apiés nove dias de
gemedadura)*

= o e

Tempo de observacgiao
Balio Diluiciao da Titulo em horas
ne Toxina 1: DMM
24 [ 43 ’ 72 1 96
1

100.000 200.000 3/4 4/4
150.000 300.000 2/4 4/4

1 200000 400.000 3/4 3/4 4/4
400.000 800.000 0/4 0/4 2/4 2/4
500.000 1.000.000 0/4 0/4 0/4 0/4
100. 000 200.000 4/4
150.000 300. 000 3/4 4/4

2 200.000 400.000 2/4 4/4
400.000 800000 0/4 2/4 3/4 3/4
500.000 1.000.000 0/4 0/4 0/4 0/4
100.000 200.000 4/4
150 . 000 300.000 2/4 4/4

3 200.000 400.000 2/4 3/4 4/4
400,000 800000 1/4 3/4 3/4 3/4
500.000 1.000.000 0/4 0/4 0/4 0/4

* Inoculacgao de 0,5 ml por via intraperitonial em camundongos

TABELA VII

Determindacdo do periodo de torigénese mdrxima para o producdo de toxina botulinica
tipo A, (Cepa n* 388-I.B., amostras dos baldes 1, 2 e 3 retiradas apids doze dias de

semeddura)®
Tempo de observagao
Balaao Diluicao da Titulo em horas
n¢ Toxina 1: DMM e -
24 48 |J T2 96
200.000 400.000 3/4 4/4
1 300.000 600 . 000 3/4 4/4
400.000 800,000 1/4 1/4 3/4 3/4
500 . 000 1.000.000 0/4 0/4 1/4 1/4
200.000 400.000 4/4
2 300 . 000 600 . 000 2/4 3/4 4/4
400.000 S00.000 0/4 1/4 2/4 2/4
500,000 1.000.000 0/4 0/4 0/4 0/4
200.000 400,000 2/4 4/4
o 300,000 600 . 000 2/4 3/4 41/4
400 . 000 200,000 1/4 2/4 3/4 4/4
500 . 000 1.000.000 0/4 0/4 1/4 1/4

* Inoculacido de 0,5 ml por via intraperitonial em camundongos
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TABELA VIIL

Determinacdo do periodo de toxigénese mdxima para a produgdo de torina botulinica
tipo A. (Cepa n° 388-1.B.; amostras dos baldes 1, 2 e 3 retiradas apos quinze dias de

D et ——

semeadural®

e ——

J Tempo de observacao

Balao Diluicao da Titulo em horas
ne Toxina 1: DMM . | |
r 24 48 | T2 } 96
|

200.000 400 .000 4/4

1 300,000 600 . 000 2/4 4/4
400.000 800 . 000 1/4 2/4 2/4 3/4
500 . 000 1.000.000 0/4 0/4 0/4 0/4
200 . D00 400 . 000 3/4 4/4

9 300 .000 600 . 000 3/4 1/4
400 . 000 800 . 000 2/4 3/4 3/4 3/4
200 . 000 1.000.000 1/4 1/4 1/4 1/4
200.000 400 . 000 1/4 4/4

3 300.000 600 ., 000 3/4 4/4
400 . 000 B00 ., 000 0/4 0/4 2/4 2/4
200 . 000 1.000.000 0/4 0/4 1/4 1/4

* Inoculagio de 0,5 ml por via intraperitonial em camundongos

TABELA IX

Determinagdo do periodo de torigénese mdxima para a produ¢do de toxina botulinica
tipo A. (Cepa n® 388-I.B., amostras dos baldes 1, 2 e 3 retiradas apds dezoito dias de

semeadural*
E Tempo de observacao
Balao Diluicao da Titulo i em horas
n+ Toxina 1; I: DMM | : .
1 24 ‘ 48 ‘ 72 \ 96
100,000 200 . 000 2/4 4/4
200. 000 400 . 000 1/4 3/4 4/4
L 300.000 600.000 0/4 2/4 2/4 3/4
400 . 000 800 . 000 0/4 0/4 0/4 1/4
100.000 200 . 000 4/4
200 . 000 40:0. 000 2/4 4/4
s 300.000 600.000 0/4 3/4 3/4 3/4
400 . 000 S00. 000 0/4 1/4 1/4 1/4
100. 000 200.000 3/4 4/4
200. 000 400 . 000 1/4 3/4 3/4 3/4
3 300.000 600. 000 0/4 0/4 2/4 2/4
400 .000 800 . 000 0/4 0/4 0/4 0/4

* Inoculacio de 0,6 ml por via intraperitonial em camundongos
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TABELA X

Determinacdio do periodo de torigénese mdrima para a produ¢do de toxina botulinica
tipo A. (Cepa n* SE'S-I B., amostras dos baldes 1, 2 e 3 ?‘E‘!I-":I'TMI‘.'EIS apos vinte € wim
dias de semeadiur ai :

Tempo de observacio em horas

Balao Diluicao da Titulo
ne Toxina 1: DMDM 24 ‘ 48 79 I 96
100. 000 200.000 2/4 4/4
1 200.000 400 . 000 0/4 1/4 4/4
200,000 600,000 0/4 0/4 2/4 2/4
400, 000 800,000 0/4 0/4 0/4 - 0/4
1C0.000 200,000 3/4 4/4
2 200.000 400, 000 1/4 1/4 3/4 3/4
300. 000 600 . 000 0/4 0/4 1/4 1/4
400. 000 800,000 0/4 0/4 0/4 0/4
100, 000 200 . 000 2/4 4/4
o 200,000 400 . 000 0/4 2/4 2/4 3/4
300,000 600,000 0/4 0/4 0/4 0/4
400 . 000 - 0/4 0/4 0/4 0/4

E00 . 000

r
]

o —

* Inoculacio de 0,50 ml por via intraperitonial em eamundongos

TABELA XI

Dosagem da toxina botulinica tipo A. do primeiro ensaio onde houve variacdo da
concentra¢ido dos componentes do meio de cultura apds seis dias de incubacdo.
(Cepa n* 388-I.B.)*

Tempo de observacao em horas

Balio Diluicao da Titulo A ol 3. H
n® ‘ Toxina 1: DMM 94 | 48 ‘ 72 ‘ 96
100 . 000 200 . 000 0/4 0/4 0/4 0/4
1 200. 000 400,000 0/4 0/4 0/4 0/4
400,000 800 .000 0/4 0/4 0/4 0/4
E00 . 000 600, 000 0/4 0/4 0/4 0/4
100, 000 200,000 0/4 1/4 2/4 4/4
o 200, 000 400,000 0/4 0/4 _1I4 2/4
400 . 000 K00 . 000 0/4 0/4 0/4 0/4
800 . 000 600 . 000 0/4 0/4 - 0/4 0/4

100,000 200,000 1/4 3/4 41/4
3 200 . 000 400 . 000 0/4 0/4 2/4 3/4
400.000 800.000 0/4 0/4 1/4 1/4
~ 800.000 600 . 000 0/4 0/4 0/4 0/4

104 . 000 200. 000 2/4 4/4

3A 200,000 400. 000 2/4 2/4 3/4 4/4
400 . 000 800, 000 0/4 1/4 1/4 3/4
E00 . 000 1.600.000 0/4 0/4 0/4 1/4

e

* Inoculacao de 0,5 ml por via intraperitonial em camundongos

Balao n* 1 — Volume 2.500 ml. Meio de cultura isotonizado mas com o0% dos valores
3 de seus componenies. Dosada apdés 6 dias de incubacio.
Balao n* 2 — Volume 2.500 ml. Meio de cultura conforme a formula original, Dosada
apés 6 dias de incubacdo.
Baldd n?* 3 — Volume original 1.250 ml. Meio de cultura isotonizado mas com Eﬂﬂ%
dos valores de seus componentes, Dosada apds 6 dias de incubacio.
Balio n® 3 A-— © mesmo que o balio n* 3, acrescentado, 6 dias- apos, da quantidade
restante do mesmo meio, titulado apos outros 6 dias de incubacio.
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OLIVEIRA, E. P. T. — Istudos sobre a preparaciio do soro antibotulinico tipo A,
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TABELA XII

Dosagem da toxina botulinica tipo A, do segundo ensaio onde houve varia¢do da
concentragido dos componentes do meio de cultura apds seis dias de incubagdo.
f(Cepa n* 388-I.B.)*

= A — e

Tempo de observacic em horas

Balao Diluicio da Titulo L

n¢ Toxina 1: DMM 24 ‘ 48 ‘ 79 \ 96
100.000 200,000 0/4 0/4 0/4 0/4

1 200.000 400.000 0/4 0/4 0/4 0/4
400,000 800.000 0/4 0/4 0/4 0/4
200.000 1.600.000 0/4 0/4 0/4 0/4
100. 000 200.000 0/4 0/4 2/4 4/4

9 200.000 400.000 0/4 0/4 1/4 2/4
400.000 800.000 0/4 0/4 0/4 0/4
800.000 1.600.000 0/4 0/4 0/4 0/4
100. 000 200.000 0/4 2/4 4/4

9 200.000 400.000 0/4 0/4 3/4 4/4
400.000 800.000 0/4 0/4 0/4 0/4
200. 000 1.600.000 0/4 0/4 0/4 0/4
100. 000 200.000 2/4 3/4 4/4

9 A 200.000 400.000 0/4 1/4 2/4 4/4
400. 000 £00.000 1/4 2/4 2/4 4/4
800.000

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

S ——

* Inoculagio de 0,5 ml por via intraperitonial em camundongos

Balao n®* 1 — Volume 2500 ml. Meio de cultura isotonizado mas com 509 dos valores

de seus componentes.
Balao n* 2 — Volume 2.500 ml. Meio de cultura conforme a férmula original.

Balao n* 2 — Volume original 1.250 ml. Meic de cultura isotonizado mas com 200%
dos valores de seus componentes.

Baldo n* 3A — O mesmo que o balio n'3, acrescentado, 6 dias apods, da quantidade
restante do mesmo meio e titulado apos outros 6 dias de incubacgao,
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- ==

TABELA XIII

Dosagem da toxing botulinica tipo A, do terceiro ensaio onde howve variagdo da con-
centraciio dos componentes do meio de cultura apd seiz dias de incubagdo. (Cepa n®

388-I.B.)*
; Tempo de observacao em horas
Baldo Diluicao da Titulo e e e SR
n Toxina 1: [ - DMM 24 ‘ 48 79 I o6
100. 000 200.000 ' 0/4 0/4 0/4 0/4
1 200.000 400.000 0/4 0/4 0/4 0/4
400.000 800.000 0/4 0/4 0/4 0/4
800.000 1.600.000 0/4 0/4 0/4 0/4
100.000 200,000 0/4 1/4 2/4 4/4
o 200.000 400. 000 0/4 1/4 1/4 a/4
400.000 800.000 0/4 0/4 0/4 0/4
800.000 1.600.000 0/4 0/4 0/4 0/4
100.000 200.000 1/4 2/4 a/4 4/4
5 200. 000 400.000 0/4 0/4 1/4 2/4
400.000 800.000 0/4 0/4 o/4& 1/4
£00.000 1.600.000 0/4 0/4 0/4 0/4
100.000 200,000 1/4 3/4 4/4
A 200.000 400.000 1/4 2/4 3/4 4/4
400.000 800.000 0/4 1/4 2/4 3/4
800.000 1.600.000 0/4 0/4 0/4 1/4
* Inoculacdo de 0,5 ml por via intraperitonial em camundongos
Balao n* 1 — Volume 2.500 ml. Meio de cultura isotonizado mas com 50% dos valo-
res de seus componentes.
Balao n* 2 — Volume 2.500 m]l. Meio de cultura conforme a formula original.
Balao n* 3 — Volume original 1.250 ml. Meio de cultura isotonizado mas com 200%

dos valores de seus componentes.

Balio n* 3A — O mesmo que o balio n® 3, acrescentando, 6 dias apés, da quantidade
restante do mesmo meio e titulado apés outros 6 dias de titulacao.
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TABELA XIV

Dosagem da toxina botulinica tipo A, preparada no meio de Wadsworth com o débro
dos componentes do meio de cultura apos doze dias de incuba¢do. (Cepa n* 388-I.B.)*

. ! Tempo de observagiao em horas
Baldo

Diluicao da Titulo o i =
ne Toxina 1: DMM 04 | 18 79 Ij 06
- - I o —
150.000 300,000 1/4 2/4 4/4
1 200.000 400, 000 0/4 1/4 2/4 4/4
250.000 500, 000 0/4 1/4 2/4 3/4
200 . 000 600 .000 0/4 0/4 0/4 1/4
150,000 300. 000 0/4 0/4 1/4 3/4
2 200.000 400 . 000 0/4 0/4 1/4 2/4
250.000 500, 000 1/4 1/4 2/4 2/4
S00., 000 600 . 000 0/4 0/4 0/4 0/4
150.000 300 . 000 0/4 3/4 3/4 4/4
Py 200.000 400, 000 0/4 0/4 2/4 3/4
250, 000 500 . 000 0/4 1/4 1/4 2/4
300.000 600 . 000 0/4 0/4 0/4 0/4

* Inoculacao de 0,5 ml por via intraperitonial em camundongos
** Cada balao contendo o volume de 2,500 ml de meio

TABELA XV
Dosagem da toxina botulinica tipe A, preparada no meio de Prévot & Brygoo. Volume

3000 ml em cada baldo. Incubagdo de move dias a 37°C. (Cepa m* 388-I.B.)*

Tempo de observagao em horas
Balio Diluigcao da Titulo
ne Toxina 1: DMM o4 ‘ 48 ‘ 70 ‘ 96
100.000 200.000 3/4 4/4
1 200.000 400.000 0/4 0/4 1/4 2/4
400,000 800.000 0/4 0/4 0/4 0/4
£00.000 .600.000 0/4 0/4 0/4 0/4
100.000 200.000 0/4 4/4
2 200.000 400.000 0/4 2/4 2/4 2/4
400,000 800.000 0/4 0/4 0/4 0/4
800. 000 .600.000 0/4 0/4 0/4 0/4
100.000 200.000 2/4 4/4
3 200. 000 400.000 0/4 1/4 1/4 1/4
400. 000 800.000 0/4 1/4 2/4 2/4
800.000 .600.000 0/4 0/4 0/4 0/4
100.000 200.000 0/4 3/4 4/4
4 200.000 400.000 0/4 0/4 1/4 2/4
400,000 200.000 0/4 0/4 0/4 0/4
800.000 1.600.000 0/4 0/4 0/4 0/4

ey e . ==

* Inoculacio de 0,5ml por via intraperitonial em camundongos
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TABELA XVI

Dosagem da ftorina botulinica tipo A, preparada no meio de Prévot & Brygoo. Volume
3.000 ml em cada baldo. Incubagdo de nove dias a 37°C. (Cepay n* 388-I.B.)*

Tempo de observacio em horas

Ealao Diluicao da Titulo

n? Toxina 1: DMM 24 48 | - 96
100, 000 200 . 000 2/4 3/4 4/4

1 200,000 400,000 0/4 0/4 2/4 2/4
400,000 800,000 0/4 0/4 0/4 0/4
800, 000 .600.000 0/4 0/4 0/4 0/4
100,000 200.000 0/4 2/4 4/4

5 200.000 400,000 0/4 1/4 2/4 3/4
400,000 800.000 0/4 0/4 1/4 2/4
£00.000 .600.,000 0/4 0/4 0/4 0/4
100,000 200.000 0/4 2/4 2/4 3/4

3 200,000 400,000 0/4 0/4 1/4 2/4
400, 000 £00.000 0/4 0/4 0/4 1/4
800.000 .600.000 0/4 0/4 0/4 0/4
100,000 200.000 0/4 0/4 2/4 3/4

; 200,000 400,000 0/4 0/4 0/4 2/4
400,000 £00.000 0/4 0/4 0/4 0/4
800 . 000 .600.000 0/4 0/4 0/4 0/4
100.000 200.000 1/4 2/4 4/4

2 200,000 400,000 1/4 1/4 2/4 2/4

7 400, 000 800,000 0/4 0/4 0/4 1/4
800.000 .600.000 0/4 0/4 0/4 0/4
100,000 200,000 2/4 2/4 3/4 4/4

. 200,000 400 .000 2/4 2/4 3/4 3/4
400,000 800,000 0/4 0/4 1/4 2/4
£00.000 .600.000 0/4 0/4 0/4 0/4
100. 000 200,000 0/4 3/4 4/4

- 200,000 400,000 0/4 1/4 2/4 3/4
400,000 800 .000 0/4 0/4 1/4 1/4
800. 000 .600.000 0/4 0/4 0/4

0/4
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e

TABELA XVII

Perda da toxidez da toxina botulinica tipo A apds a clarificagdo e filtragdo em
filtros diferentes, Titulos em DMM camundongos.

Titulo da toxina apés a filtragao
Partida Titulo da To-

¥ 1in;!-‘“;1 -mﬂ-5 g Filtros Vela Vela Perda
SAGEC Seitz Mandler BE:'Rc'feIle em 9
1 200.000 40,000 809
2 100.000 20. 000 80%%
3 300.000 100,000 66 %
Média: 75.3%
4 200.000 100.000 509%
5 200.000 60 . 000 5545
6 400.000 300.000 25
Média: 43,3%
T 400. 000 200. 000 500
8 300,000 225.000 25%
9 200. 000 150.000 25%

Média: 33%
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= = z _—— ———

TABELA XVIII

Determinacdo da porcentagem de formol necessdria para o destoxificagdo em fungdo
do tempo de incubacdo e titulo antigénico apds a inoculagdo de 5 ml em cobaias para
ciada %% de formol

S

Numero da Titulo da Porcentagem Tempo para Titulo da
partida de _ Toxina em de formol* destoxificagao antitoxina
Toxina 1 DMM | em dias em U.A.**
0,3 30 0,5
0,4 o0 ' 0,5
17 120.000 0,5 20 1,0
0,8 10 0,5
1,0 15 0.2
0,3 30 3
0,4 30 e
23 100 . 000 0,5 20 0
0,8 20 1
1,0 15 1
0,3 35 1
0.4 35 1
26 200.000 0,5 30 2
0,8 20 0,1
1,0 20 0,1
0,3 30 ]
0,4 30 ]
31 100.000 0,5 20 10
0,8 15
1,0 15
0,3 a0 1
0,4 30 1
35 180.000 0,5 25 5
0.8 15 0,5
1,0 15 0,5

* comercial B. Herzog

*+ Titulo da mistura do soro de 5 cobaias imunizadas com toxoide obtido com
porcentagens diferentes de formol.
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TABELA XIX

Determinacde da DL50 da torina botulinica tipe A wtilizada como padrdo®*

Tempo de observacac em horas

Titulo Diluicao da : X
correspondente Toxina 1: | 94 48 79 '| 96
60.000 30.000 3/10 6/10 9/10 10/10
T72.000 36.000 5/10 6/10 9/10 9/10
86.400 \ 43.200 2/10 6/10 8/10 8/10
103. 680 _ o1.840 1/10 8/10 3/10 5/10
124.416 62.208 0/10 2/10 2/10 2/10
149,299 T4.649 0/10 0/10 0/10 0/10

* Inoculacao de 0,5 ml por via intraperitonial em camundongos
Resultado. DL50 calculada pelo método de Reed & Muench (1938) — 87.958/ml

TABELA XX

Determinagdo do Limite-morte (L-}-) ou teste dose da toxina botulinica tipo A utilizada
como padrdo®

. .Sm:n padrao Solucao de | Tempo de observacido em horas
Toxina diluido a 1:50 | e
T gelatina . :
diluida a 1:8 | (0,1 ml] = 0,1 T T .

W U.A.] Oslatada i 04 48 TE ‘ Elﬁ
0,10 ml 0,5 ml 1,9 ml 0/4 0/4 .. O/4 - 0/4
0,20 ml 0,5 ml 1,8 ml 0/4 0/4 0/4 0/4. .
0,20 m1l 0,5 ml 1.7 ml 0/4 0/4 0/4 0/4
0,40 m1 0,5 ml 1,6 ml 0/4 0/4 0/4 0/4
0.50 m1 0,5 ml 1,5 ml 0/4 0/4 0/4 - 0/4
0,60 ml 0.5 ml 1,4 ml 0/4 0/4 1/4 1/4
0,70 m1 0,5 ml 1,3 ml 0/4 1/4 2/4 3/4
0,80 ml 0,5 ml 1,2 ml 1/4 2/4 4/4
0,90 ml 0,5 ml 1,1 ml 3/4 4/4

* Inoculagio de 0,5 ml da mistura por via intraperitonial em camundongos

** Volumes para 5 camundongos
Observacdes: A quantidade de toxina que priaticamente determinou cerca de
50¢; de morte em 96 horas foi a de 0,14 ml. Tomamos, pois, esse
valor como teste dose de nossa toxina.
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TABELA XXI

Resultados dos doseamentos da mistura de plasmas antibotulinicos tipo A*
fCavalo n® 420)

Plasma e 5 Tempo de observacao
Mg L T g O em horas
B oD e
b e i -
i - (1]
28338 .| 2. g 289G S
SR pe i = 2 o o
i B i N i m " 24 48 72 06
H O R P A - CR |
140 0,64 ml 0,70 ml 1,16 ml 0/4 0/4 0/4 0/4
160 = 0.56 ml 0,70 ml 1,24 ml 0/4 0/4 0/4 0/4
180 i 0,50 ml 0,70 ml 1,30 ml 0/4 4/4
200 0,45 ml 0,70 ml 1,35 ml 4/4
Soro padrao
1,2 0,40 ml 0,70 m1l 1,40 ml 1/4 4/4
1,0 = 0,50 ml 0,70 ml 1,30 ml 0/4 0/4 1/4 2/4
0,8 0,60 ml 0,70 ml 1,20 ml 0/4 0/4 0/4 0/4
* Inoculacio de 0,5 ml por via intraperitonial em camundongos.
A menor quantidade de plasma que preservou da morte pelo menos cinguenta
por cento das camundongos inoculados foi a correspondente a diluicao de
1:160, por onde se conclui que o titulo do plasma é de 160 U.A./ml
TABELA XXII
Resultado da dosagem do soro antibotulinico tipo A purificado*
Soro q 0w Tempo de observacio
] E.E g L s em horas
ﬂl =1 o4 e ” = o @ B -
888, (% z g9~ E @ 8 g
R S| = et 3 o *?E
QO - = =
HEARZH g S El_mﬂ S's 5 24 48 72 06
|
600 1,00 ml 0,70 ml 0,80 ml 0/4 0/4 0/4 0/4
B0 0,75 ml 0,70 ml 1,05 ml 0/4 0/4 0/4 0/4
1.000 = 0,60 m] 0,70 ml 1,20 ml FEL Ak AREY Al
1.200 ur 0,50 ml 0,70 ml 1,30 ml 0/4 1/4 1/4 1/4
1.400 0,43 ml 0,70 ml 1,37 ml 0/4 0/4 2/4 2/4
1.600 0,37 ml 0,70 m] 1,43 ml 2/4 3/4 4/4
Soro Padrao
0,40 ml 0,70 ml 1,40 ml 4/4
50 0,50 ml 0,70 ml 1,30 ml 0/4 1/4 2/4 2/4
0,60 ml 0,70 ml 1,20 m1 0/4 0/4 0/4 0/4

* Inoculagao de 0,5 ml por via intraperitonial em camundongos.

Pelos resultados acima pode-se atribuir o valor de 1.400 U.A./ml
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— Istudos sobre a preparaciio do soro antibotulinico tipo A.

Dosgagem do

TABELA XXI1II

soro antibotulinico tipo A apds sua purificacdo e conveniente diluicdo®

Soro 3 2 Tempo de observacao
= e 25 = . em horas
=] o e | = o W 'g
& i g Sg~E g 23 7
gl LT et = q 80 IS @
= E L. = i G o = . o ¥
Z8a- | A S S| CRCR: 24 | 48 | 2 | 9
425 425 0,50 ml 0,70 ml 1,30 ml 0.4 0/4 0/4 0/4
450 450 0,50 ml 0,70 ml 1,30 ml 0,4 0/4 0/4 0/4
475 475 0,50 ml 0,70 ml 1,20 ml 0/4 0/4 0/4 0/4
500 o0 0,50 ml 0,70 ml 1.30 ml 1/4 1/4 2/4 2/4
925 o025 0,50 ml 0,70 ml 1,30 ml 0/4 2/4 4/4
ool ool 0,50 ml 0,70 ml 1,30 ml 2/4 4/4
Soro Padrao
0,40 ml 0,70 ml 1,40 ml 4/4
50 50 0,50 ml 0,70 ml 1,30 ml 1/4 3/4 3/4 3/4
0,60 ml 0,70 ml 1,20 ml n/4 0/4 0/4 0/4

* Inoculagio de 0,5 ml por via intraperitonial em camundongos.

A menor diluicio de soro que preservou da morte cinquenta por cento dos
camundongos foi a de 1:500, conforme mostra a Tabela acima, ®sse soro con-
tém, portanto, 500 U.A./ml, O soro convenientemente diluido €& acondicionado
em ampolas de 20 ml eada qual contendo 10.000 U. A,
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COMENTARIOS E DISCUSSAO

A ocorrencia do surto de botulismo na cidade de Porto Alegre, Rio Grande
do Sul (1958) veio mostrar a necessidade de se produzir no Brasil os soros
antibotulinicos contra os tipos de intoxicacio humana mais frequentes, os tipos
A e B, até entao importados de paises estrangeiros. Neste trabalho, pioneiro
no pais, nos preocupamos inicialmente com o preparo do soro contra o tipo A,
visto o acidente acima descrito ter sido produzido por esse tipo. Muito embora
nio se tenham ainda descrito intoxicagdes no Brasil causadas pelo Clostri-
dium botulinum tipo B, sendo esta intoxicagao frequente em outros paises,
resolvemos também preparar este tltimo soro a fim de estarmos melhor equi-
pados contra eventuais acidentes. No entanto, neste trabalho somente des-
crevemos o preparo do primeiro soro, isto ¢, o anti tipo A, visto que o preparo
do segundo soro constituiria uma repeticic da metodologia empregada.

Os acidentes botulinicos revestem-se geralmente de aspecto grave e o
éxito da terapéutica sorologica (ainda a tnica medicagio indicada) esti na
aplicagiao precoce do soro.

No processo de obten¢ao do soro antibotulinico em escala industrial rea-
lizamos numerosos ensaios para atingirmos o nosso objetivo, pois nio havia
técnica pré-determinada que nos pudesse servir de orientacio,

Preliminarmente procuramos selecionar as cepas mais toxigénicas das
existentes na germoteca do Instituto Butantan como podemos observar nas
Tabelas I e II.

Através dos titulos das toxinas obtidas na segunda passagem, houve in-
cremento da toxigénese em algumas amostras. Tivemos, portanto, de optar,
um tanto arbitrariamente, por uma ou duas cepas mais tn:-;igﬁni::-ﬂf-:. Assim
sendo, na primeira passagem (Tabela 1), para a raga n.? 388-1.B., a toxina
apresentou um titulo de 20.000 DMM /camundongo ja em 24 horas. Situagio
quase igual notou-se com as ragas n.”s 389-1.B., 62-1.P. e 193-1.P. Optamos,
pois, trabalhar inicialmente com a primeira daquelas ragas e caso fosse ne-
cessario, mais tarde, poderiamos utilizar as demais citadas.

Em seguida, passamos a confirmagio do tipo, submetendo duas racas
a prova de toxinotipia, através da qual certiticamo-nos de que as referidas
ragas pertencem de fato ao tipo A (Se¢ao 3.1.5).

Quanto ao tempo necessario para a obtengio da toxigénese maxima
na primeira titulagio, que foi realizada em amostra colhida apods tres dias
de semeadura, a toxina apresentou o titulo de 400.000 DMM /camundongo,
colhida, porém, apos seis dias, o titulo apresentado foi de 800.000 DMM /ca-
mundongo (Tabelas IV e V). Verificamos, em seguida, que o titulo se man-
tinha estavel do sexto ao décimo quinto dia, quando a cultura era mantida
a 37°C; apoés este periodo, ocorria um decréscimo do titulo téxico, conforme
demonstram as Tabelas V a X,
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Essas observagoes foram repetidas por tres vezes com o0s mesmos re-
sultados em experiéncias posteriores, que deixamos de apresentar aqui, a fim
de evitar repeti¢oes desnecessirias. Nossos resultados estio de acordo com
as observacoes de Stevenson et alii (1947), isto ¢, de que o aumento do
titulo da toxina ¢ gradativo nos seis primeiros dias, havendo, em seguida,
estabilizacao, para depois ocorrer um decréscimo lento de seu titulo.

Prévot et Brygoo (1953) consideram a autdlise como uma das causas
da liberacao de toxina. A lise espontinea das bactérias aumentaria a quan-
tidade de toxina livre numa propor¢ao logaritmica, segundo Stevenson et
alii (1947). Com esse objetivo, os referidos autores preconizavam a destruigao
dos corpos bacterianos, através de congelamento e descongelamento. Supon-
do-se que a autdlise bacteriana fosse a responsivel pela toxigénese nao nos
parece muito razoavel que o titulo da toxina nio aumentasse além do sexto
dia de incubacio, quando deve haver provavelmente uma autédlise maior.

Propusemo-nos, em seguida, a verificar os titulos das toxinas quando
obtidas em meio de cultura para o qual variamos a concentragio dos com-
ponentes do mesmo.

Partindo do meio basico, alteramos a concentragio de seus componentes,
para mais ou para menos, sempre mantendo o mesmo volume. Com esse pro-
cedimento, obtivemos os resultados expostos nas Tabelas XI, XII e XIII, Por
ai, pode-se verificar que, com o meio contendo a metade dos componentes
(Balio n.° 1) do meio bdsico, a toxina nio chegou a dosar 200.000 DMM/ca-
mundongo, ao passo que, com o meio basico normal (Balio n.° 2), o titulo
pede seguramente ser estimado em 400.000 DMM /camundongo; por outro
lado, no meio de cultura contendo o dobro ds componentes do meio basico
(Balio n.? 3), a toxina obtida no sexto dia dosou também 400.000 DMM /ca-
mundongo. No entanto, quando se adiciona sobre o balio n.° 3 o restante
do meio de cultura (Balio n.° 3A). a toxina, titulada apos outros 6 dias de
incubacgao, chegou seguramente a dosar 800.000 DMM/camundongo. Tal ex-
perimentac¢io parece indicar que a toxigénese mixima obtida no sexto dia nio
deve ocorrer por esgotamento dos componentes do meio, pois o Balio 1.2 3,
contendo o dobro dos ingredientes, nio ultrapassou o titulo obtido com o
Balio n.” 2. Talvez o aciimulo de metabdlitos iniba o crescimento e conse-
quentemente cause diminuicio da toxigénese, essa sugestio decorre dos re-
sultados obtidos com o Baldo n.? 3A, onde foi adicionada, apds 6 dias de cres-
cimento, na por¢io do mesmo meio, tendo ocorrido, como consequencia,
nitido aumento da quantidade de toxina, chegando a obter-se §00.000 DMM /ca-
mundongo. Tais resultados parecem ainda contradizer o fato de que a lise
bacteriana seja a tinica responsivel pela toxigénese. No nosso caso, parece licito
raciocinar-se que a adicio de novo meic de cultura torna a promover novo
crescimento além de diluir excessiva concentracio de metabdlitos impedientes
do crescimento. Nessas condicdes, parece que é durante a nova fase de mul-
tinlicacio bacteriana aue surge nova toxigénese. Supde-se que os resultados
obtidos na Tabela XIV, relativos a 3 baldes que continham o dobro dos ingre-
dientes, confirmam nosso nontn de vista, nois, af. os titulos praticamente nio
ultranassaram 500.000 DMM /camundongo.

Procuramos também comparar os titulos das toxinas obtidas com o meio
de cultura de Wadsworth e o meio de Prévot & Brygoo, parecendo nio haver
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diferenga relevante entre os titulos das toxinas obtidas, conforme podemos
comprovar pela comparagio entre as Tabelas V e XV.

Ficou em seguida demonstrado que o processo de filtragio da toxina
acarreta grande perda de toxicidade. Quando se usam filtros Seitz, com placas
esterilizantes (EKS), essa perda ¢ de cerca de 70 a 80%; quando se usam velas
esterilizantes Mandler, a perda de toxicidade ¢ da ordem de 43,3%; quando
se usam velas Berkefeld N, essa perda reduz-se a cerca de 33% (Tabela XVII).

Pela agao do formol as toxinas sofrem processo de destoxificacio; se-
gundo Henrique & Sorensen (1909), isso ocorre em conseqiiencia de um blo-
queio, por acio do formol, dos radicais aminicos responsaveis pela toxicidade.

A quantidade de formol a ser empregada, de acordo com varios pesqui-
sadores, varia dentro de um certo limite. Levando em consideragio esses fatos,
determinamos a quantidade de formol necessaria para completa destoxifica-
¢do, sem prejuizo do poder antigénico. Esse valor, encontrado por noés para
a toxina botulinica tipo A, obtida nos meios ja citados, foi de 0,5%; nesse caso
destoxificacio ocorre ao redor de vinte e cinco dias em estufa 37°C (Tabela
XVIII).

O emprego de bons adjuvantes nas vacinas para se obter um alto poder
imunizante constitui uma das preocupagoes primordiais dos pesquisadores.
Dentre os adjuvantes usados, o alimen tem sido o mais empregado para a
precipitacio da fragio antigénica das anatoxinas. Nigg et alii (1947) estu-
daram comparativamente varias amostras de anatoxinas botulinicas tipo A,
precipitadas por concentragoes diferentes de alimen em fungio da resposta
antigénica obtida em cobaias.

Apesar de terem verificado que os melhores resultados foram obtidos
com 2% de alimen, empregaram-no a 1%, justificando que, para a imunizacao
humana, apresenta a vantagem de ser menos irritante, observacio essa con-
firmada por Reames et alii (1947).

Welikanow (1931) ja havia observado, em cobaias, o alto grau de pro-
te¢io conferido pela anatoxina contra altas doses de toxina homologa.

Rice et alii (1947) obtiveram melhores resultados com cobaias empre-
gando anatoxinas precipitadas pelo alimen a 1,25%, Verificaram, ainda, que
as cobaias que apresentavam em seu soro titulos antitéxicos acima de 0,01
U.A./ml sobreviviam a uma dose de toxinas entre 160.000 a 480.000 DMM.

Os resultados obtidos por nés, também em cobaias, empregando anato-
xinas botulinicas tipo A, precipitadas pelo alimen a 1,25%, equiparam-se aos
dos autores acima citados. Tivemos a oportunidade de confirmar também
que as cobaias que apresentavam titulos acima de 2 U.A. eram capazes de
resistir a inoculacio de 100,000 DMM /cobaia.

O primeiro soro antibotulinico foi conseguido por Van Ermengen (loc.
cit.) imunizando cavalos mediante inocula¢oes periodicas de quantidades in-
finitesimais de toxina botulinica.

A imunizagio com toxina botulinica apresenta alguns inconvenientes, ci-
tados por Prévot (1955): “pode provocar reacdes toxicas graves nos animais,
durante a hiperimunizac¢io, determinando um atraso no esquema imunitério,
bem como ¢ demorada a inducio da formagio de anticorpos”. Por motivo
optamos pela anatoxina, a qual pode ser manipulada sem maiores precaugdes.
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As amostras de anatoxinas precipitadas pelo alimen que se mostraram mais
antigénicas foram utilizadas para a hiperimunizacio de equinos.

Para a obten¢io de uma antitoxina botulinica tipe A, com titulos razodveis,
foi necessario testar varios esquemas de hiperimunizacio, dentre eles o pro-
conizado por Weinberg & Goy (1925). Nesse esquema os titulos encontrados
giravam ao redor de 10 a 40 U.A. Como os resultados obtidos nio eram
satisfatorios, nio determinamos a sangria definitiva.

Tivemos melhor éxito com a elaboracio de um esquema de hiperimuni-
zacdo idealizado por nds e apresentado na Sec¢io 3.7. Com esse esquema,
obtivemos titulos ao redor de 160 U.A./ml (Tabela XXI) Esse soro, apos
a purificagao e concentragao, apresentou um titulo de cerca de 1.400 U.A./ml
(Tabela XXII).

O soro purificado e concentrado foi diluido para que contivesse 500
U.A./ml, de acordo com o que foi estabelecido na XV Se¢io do “Expert
Committee on Biological Standardization”, em dezembro de 1962.

CONCLUSOES

6.1 — Das dez amostras de Clostridium botulinum tipo A, existentes na
germoteca do Instituto Butantan, quatro cepas mostraram-se mais toxigenas
nos meios de cultura por nos utilizados.

6.2 — O periodo de toxigénese méaxima para uma das cepas por nds
trabalhadas (Cepa n.° 388-1.B.) ocorre ao redor do 6.° dia de cultivo em
meio apropriado e o titulo decresce apos o 15.2 dia, quando a cultura ¢ man-
tida a 37°C.

6.3 — Variando-se a concentracio dos componentes do meio de cultura,
ha também variagtes na toxigénese, do que se depreende que a produgio

de exotoxina estd, até certo ponto, diretamente ligada & concentragio dos
componentes do meio de cultura.

6.4 — Parece que ¢ durante a fase de multiplicagio bacteriana que se
dd a toxigénese.

6.5 — As toxinas obtidas em ambos os meios de cultura utilizados, Wads-
worth e Prévot & Brygoo, nio apresentaram diferenga relevante, no que diz
respeito a titulos toxicos.

5

6.6 — A quantidade de formol necessiria a destoxificagio das toxinas
botulinicas tipo A por n6s obtidas foi de 0,5%, ocorrendo a transformagio em
anatoxina ao redor de vinte e cinco dias a 37°C, Nessas condigoes é melhor
preservada a antigenicidade.

6.7 — O esquema de hiperimunizacio para equinos, preconizado neste
trabalho, fornece a resposta rapida e com razoaveis titulos de anticorpos.

6.8 — A mistura de plasma das diversas hiperimunizacoes reunidas per-
mite obter-se um soro purificado com alto titulo de anticorpos.
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6.9 — E certamente a primeira vez que se prepara no Brasil o soro anti-
botulinico tipo A para fins terapéuticos, o que coloca nosso pais entre os
cinco paises do mundo a produzir o referido soro em escala industrial.

SUMMARY — Since no antitoxins for to obtain good neutralizing titers, and
Clostridium botulinum have been so far finally achieved a hyperimmune plasma
produced in Brazil, the author decided containing 160 antitoxin units/ml. After
to study the possibility to obtain these purification and concentration this se-
preparations at the Department of rum had a titer of about 1,400 antitoxin
Immunology in the Instituto Butantan. units/ml. Diluted to contain 500 antito-

Various means of toxin obtention for xin wunits/ml, it is now available for
C'.b. type A have been assayed, resul- eventual human accidents.

ting in toxins at a mouse test level of
about 800,000 MLD, which, converted

into antoxins, were used in the hyper- UNITERMS — Botulism:
immunization of horses. '

The author found out that the scheme Intoxication by the ingestion of conta-
of hyperimmunization is fundamental minated preserved food.
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