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RESUMO: Os autores descrevem o método utilizado na preparacdo do
soro antibotulinico tipo E, que ndo apresenta reacao cruzada com a toxi-
na heterdloga, pela hiperimunizacdo de equideos, através do antigeno
adsorvido pelo alimen de potassio (sulfato duplo de aluminio e potassio).
Empregando o esquema de imunizacdo anteriormente proposto, conse-
guiram obter mistura de plasma hiperimunes o qual, apos purificado pelo
método de Pope, modificado, concentrou até niveis na ordem de 750 a
1.000 Ul/ml. Este produto foi diluido convenientermente para que conti-
vesse 500 Ul/ml de antitoxina.

UNITERMOS: Botulismo; Clostridium botulinum tipo E, intoxicacio ali-
mentar, toxina e anatoxina, antitoxina.

INTRODUCAO

O botulismo &€ uma intoxicacao fatal que pode acometer os homens e 0s
animais, causada pela ingestao de alimentos contaminados por diferentes
cepas de Clostridium botulinunm?4.5.7.839.11 gnde liberam toxinas potentes
que, eletivamente, agridem o0s tecidos do sistema nervoso central (SNC).
Apbds a penetracdo das toxinas nas células do SNC, dificilmente elas sdo
neutralizadas pelos anticorpos. Convem ainda ressaltar que ndo se estabe-
lece imunidade cruzada entre as diferentes toxinas. Como a cura do botu-
lismo, até o momento, somente pode ser obtida pela aplicacdo de soros hi-
perimunes especificos e, face ao exposto acima, 0 éxito da soroterapia resi-
de na utilizacdo do sorotipo — especifico e na precocidade de sua aplica-
cdo ou, em outras. palavras, o soro deve ser aplicado antes da penetracao
das toxinas nas células nervosas.

A partir de 1972 o Instituto Butantan comecou a produzir o soro antibo-
tulinico tipo A9 e, posteriormente, o tipo B15. Devido a especificidade das
antitoxinas'® e a eficacia do seu emprego depender de diagndstico labora-
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torial que demanda tempo, incompativel com a evolucéo clinica do pacien-
te e nosso meio, foi introduzida a preparacao do soro bivalente A e B.

Em face do isolamento de um novo tipo de toxina 417, denominada co-
mo tipo E e do surgimento de diversos casos de intoxicacdo humana em di-
ferentes paises 112 pelo consumo de pescados contaminados com este ti-
po de toxina e, ainda, pela crescente utilizacdo do peixe e seus derivados
enlatados, no Brasil, propusemo-nos a preparar o soro antibotulinico tipo E
que é o objetivo do presente trabalho.

E importante ressaltar também a possibilidade de producédo do soro tipo
ABE.

MATERIAIS E METODOS

I — Cepas utilizadas
1.1 — Exame e caracterizacdo
Para a obtencdo da toxina tipo E adequada a producao de
soros foi necessaria a selecdo de cepas mais toxigénicas.
Este trabalho foi desenvolvido entre dez amostras a saber:

— amostra n? 63 IP, existente na Germoteca do Instituto Butantan, rece-
bida do Instituto Pasteur, Paris, enviada pelo Prof. A. R. Prevot em
1962.

— amostras 1E, 2E, 38E, 42E, 44E e 48E cedidas pelo Instituto Tecnoldgico
de Alimentos de Campinas (ITAL); Sdo Paulo — Brasil”.

— cepa liofilizada de Nanaimo, recebida do Microbiological Research Esta-
blishment, Porton Down Salisbury, Weltshire England” "

— cepa liofilizada EK e EKX, recebida da World Health Organization —
Department of Biological Standardization — Copenhagen-Denmark.
Todas as amostras foram examinadas e encontradas satisfatorias quan-

to & pureza, por repicagem em meio de TPGY0 e incubadas durante 48h a

30°C em anaerobiose.

Quando semeadas em meio de agar-sangue, apresentam coldnias
translicidas, com um diametro em torno de 0,5 milimetro ap6s 48h de in-
cubacdo a 37°C, podendo evidenciar uma discreta reacdo de hemolise!.
Em meio de cultura contendo gema de ovo, as colonias sao Irregulares exi-
bindo uma superficie iridiscente quando examinada sob luz obliqua. Esta
zona lustrosa & também denominada camada aperolada (pearly layer),
apresentam uma zona de precipitacdo maior do que aquelas das coldnias
do tipo A e cepas proteoliticas do tipo B e F, medindo de 2,0 a 4,0 milime-
tros circundando-as?*. A gelatina é hidrolisada, sdo capazes de provocar,
uma suave coagulacdo do leite, o qual no entanto ndo é digerido?. Final-
mente, a producdo de gés sulfidrico ndo é evidenciada, o que é caracteristi-
co ao grupo a qual o C. botulinumtipo E pertencel®.22.43,

2 — Obtencdo de texina
2.1 — Meios de cultura utilizados
Os seguintes meios foram utilizados em nossas experién-
cias:
— meio de Muller modificado por Lathan
— meio de TPGY0

* — Por gentileza da Dra. Ivone Delazari — Pesquisadora do ITAL.
** — Porgentileza do Dr. J. Bawmer — Canada.



HIGASHI, H.G.; OLIVEIRA, E.P.T. de; ROLIM ROSA, R.; SILVA, M_A_ da; FRATELLL, F.; ENOKI, N,
IZUKA, H. Preparaciio e teste da toxina botulinica tipo “E” e do seu anti-soro especifico. Mem.
Inst. Butantan, 51 (1):5-13, 1989.

— meio de Duff modificado'?
2.2 — Preparacao do “inoculum”
As cepas liofilizadas eram ressuspensas com 2ml do meio a
ser utilizado e semeadas em 20ml do mesmo meio. Os tu-
bos, apos 48 horas de incubacédo a 30°C em jarras anaerdbi-
cas (sistema Gas-pack — BBL em atmosfera de CO; e H»),
eram repicados cinco vezes sucessivamente, nas mesmas
condicOes mencionadas. O material total da 5% passagem,
apos 24 horas de incubacéao, era utilizado como indculo para
produ;ao de dois litros de toxina apds 6 dias de incubacédo a
30°C. O pH dos meios era = 7,0, e o volume contido no ba-
|do era de 3/4 do volume total do Erlemmever. Durante o
periodo de incubacéo havia formacao de gases que eram ex-
pulsos por agitacéao.

3 — Provas efetuadas
3.1 — Prova de pureza: — exame microscépico de cultura em lami-
nas coradas pelo método de Gram apresentavam forma de
bastonetes gram positivos, com bordas arredondadas isola-
das ou aos pares e com algumas formas esporuladas subter-

minais.
3.2 — Titulacdo da Toxina:
3.2.1 — Tripsinizacdo do material

Apos a inoculacdo nas condicbes anteriormente
mencionadas, removia-se assepticamente 5ml do
sobrenadante da cultura com evidéncia de cresci-
mento, que eram centrifugados a 15.000rpm a 4°C
durante 20 minutos. Apos a centrifugacdo 2mil do
sobrenadante eram colocados em tubos de en-
saio, e o pH acertado para 6,0 com HC1 TN _ A
seguir adicionava-se 1% de Tripsina (Difco 1:250)
e a mistura era incubada a 37°C por 45 minutos,
com agitacao nos primeiros 15 minutos e depois
mantida em repouso por trinta minutos.
3.2.2 — Testes para deteccdo de Toxina

Camundongos de 14 a 16g eram inoculados intra-
peritonealmente com 0,5ml do produto obtido
conforme descrito no item 3.2.1., com diluicdes
em serie em solucdo-tampédo de gelatina fosfata-
da. A observacdao da morte dos camundongos era
feita e anotada a partir de 24 horas até um periodo
maximo de 96 horas.

4 — Preparacdo da Anatoxina
Foram selecionadas toxinas com titulo de 100.000 DMM/camun-
dongos ou mais. A destoxificacido da cultura fol obtida pela adicdo
de formaldeido (conc. de 37%) na concentracao final de 0,5%. O
processo de destoxificagcdo era completado na estufa a 37°C reque-
rendo normalmente um periodo de incubacéo de 30 dias, com agita-
cdo a cada dois dias.
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b — Prova de destoxificacdo

Pela inoculacédo de 1,0ml do material por via intraperitoneal em 5 ca-
mundongos de 18 a 20g. O resultado era considerado satisfatorio
quando os animais sobreviviam sem sintomas, durante um periodo
de vinte dias de observacao. Caso 0s animais em testes morressem
ou apresentassem sintomas, retornavamos o produto a estufa por
mais 15 dias e repetiamos a prova. Se 0s sintomas persistissem era
adicionado mais 0,5% de formaldeido e levado a estufa a 37°C por
mais 10 dias e repetia-se a prova "'in vivo"'.

6 — Filtracdo da Anatoxina
Era obtida por passagem seriada em filtros e membranas Millipore

de 0,45 e de 0,22 micra, respectivamente, pois o filtro 90S da AMF
reduzia o titulo do produto.

/ — Provas efetuadas apos a filtracdo

/.1 — Toxicidade em cobaios: cinco cobaios de 250g recebiam cin-
co (b5,0) ml da anatoxina por via subcutdnea. A prova era
considerada satisfatéria desde que ndo ocorressem mortes
ou sintomas durante 30 dias de observacéao.

/.2 — Esterilidade: Em meio de Tioglicolato Brewer e Sabouraud,
Dm:_ie eram semeados dois (2,0)ml do produto em 20ml do
meio.

8 — Preparacdo do antigeno para hiperimunizacdo de cavalos

8.1 — As anatoxinas com o pH corrigido para 6,0 com HC1 1N
eram adicionadas de solucao a 10% de sulfato duplo de
aluminio e potassio (alimen) em agua destilada. A solucdo
era previamente esterilizada por filtracdo em membrana de
0,22 micra. O volume adicionado com agitacdo constante
era suficiente para obter-se concentracio final de alimen de
1,25% . Verificava-se no final da adicdo uma variacdo de pH
que era corrigido a 5,8 com solucao de hidroxido de sédio a
40% v/v. O precipitado resultante, apos 24 horas de sedi-
mentacao, era recolhido e ressuspenso em solucdo salina,
suficiente para recompor o volume inicial de anatoxina. Este
procedimento era repetido quatro vezes ou até a obtencio
de sobrenadante limpido.

8.2 — Avaliacdo do poder imunogénico do antigeno
Dez cobaios de 450g — 550g eram inoculados por via subcu-
tanea com 1ml de antigeno. Apods 40 dias 0os animais eram
sangrados por puncdo cardiaca e 0s soros misturados em
volumes iguais e titulados frente a toxina padrdo. Foram se-
lecionadas as anatoxinas que induziram titulos iguais ou su-
periores a duas Unidades Internacionais por ml no soro das
cobaias.
Antes da utilizacdo do antigeno em cavalos, as amostras
eram selecionadas por hiperimunizacdo de coelhos, com
inoculacdes subcutaneas a cada 3 dias, iniciando-se com
0,1ml na primeira dose e 0,2ml, 0,3ml, 0,4ml, 0.5ml, 1ml
1,5ml até 2,0ml nas doses subseqlentes.
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9 — Hiperimunizacdo de equideos
A antitoxina botulinica tipo E foi obtida pela hiperimunizacao de qua-
tro cavalos sadios pesando cerca de 400kg, com idade média de dois
anos (304, 825, 837 e 997).
Esquemas de Hiperimunizacéo
Foi adotada a técnica de producéo de antitoxina botulinica tipos A e
B que havia dado bons resultados 2% 1°.
Basico:
A sangria explorada, realizada sete dias apos a ultima dose, indicava
quais 0s animais gue deveriam ser sangrados. O sangue era recebido
sobre uma solucdo a 1/% de citrato de sédio na proporcdo de 10%
dessa solucdo em relacdo ao volume de sangue a ser colhido. Foram
aproveitados 0s animais que apresentaram niveis de anticorpos ao re-
dor de 100 Ul/ml de soro. Apods a sangria 0s animais eram colocados
em recuperacao por 4b dias.
Hiperimunizacéo:
Foram aproveitados para a producdo de antitoxina os plasmas de ani-
mais com niveis de anticorpos igual ou superior a 100 Ul/ml. As rei-
munizacdes eram feitas sistematicamente apos 45 dias de recupera-
cdo, segundo 0 mesmo esquema de hiperimunizacao.
9.1 — Obtencédo do plasma hiperimune
ApOs a sedimentacdo das hemacias por 24 horas a 4°C, o
plasma era separado e adicionado de solucdo de fenol, para
concentracao final de 0,4g%. Os plasmas eram mantidos a
4°C até o momento do processamento.
9.2 — Purificacdo e concentracdo do plasma
Obtidis por digestdo enzimatica segundo o método de
Pope-'.

10 — Provas efetuadas
10.1 — Titulacdo de antitoxinas do plasma e soro purificado

Os plasmas e 0s soros purificados e concentrados eram ti-
tulados em camundongos, de acordocom o método padro-
nizado pelo National Institute of Health®, utilizando um so-
ro padrao proveniente do "International Laboratory of Bio-
logical Standards by Statens Serum Institute”, de Cope-
nhagem. A toxina de referéncia era preparada em nosso
proprio laboratério e padronizada frente ao soro padrio
acima mencionado, ao nivel de L+ /100. Esta toxina era
conservada pela adicdo em partes iguais soro/glicerina
neutra e mantida a -20°C.

O soro antibotulinico tipo E produzido foi diluido de modo a
conter 500 Ul/mlI® e submetido aos controles quimicos e
biologicos exigidos pela Farmacopéia Brasileira's.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como o titulo antitoxico obtido pela hiperimunizacao de cavalos esta di-
retamente relacionado a toxigénese do antigeno, procuramos selecionar as
cepas de diferentes procedéncias.

As cepas de Nanaimo 1E, 42E e 48E ndo se apresentaram tdxicas para

9
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o meio utilizado, enquanto que as 38E, 44E e 2E eram pouco toxicas, titu-
lando ao redor de 1000 DMM em camundongo. Mesmo apds tripsinizacio,
as toxinas derivadas destas cepas apresentaram titulos ao redor de 5000
DMM, essas toxinas mesmo assim foram destoxificadas e apds as provas
de inocuidade satisfatdrias foram precipitadas pelo sulfato duplo de
aluminio e potassio, porém inoculadas em coelhos e cobaios para verifica-
¢ao da imunogenicidade nao foram satisfatérias como se esperava.

As cepas EK e EK¥X, que se apresentaram altamente tdxicas, ao serem
semeadas em diferentes meios de cultura a saber: Muller modificado por
Lathan, meio de Duff modificado e meio de TPGY, apresentaram compor-
tamento muito variavel, sendo que o meio de TPGY foi o que demonstrou
melhor resultado. Foi verificado também que o tempo 6timo de toxigénese
era de seis dias a 307C, ocorrendo declinio a partir do 7° dia. Ap6s o perio-
do de incubacéo a cultura era tratada com tripsina 1/250 (DIFCQO) na con-
centracao final de 1%. A elevacao da toxicidade deve-se, provavelmente, a
conversao da protoxina, pela tripsina, em toxina ativa.

Ficou ainda demonstrado que o processo de filtracdo da toxina acarreta
perda de 90% da toxicidade, quando utilizamos a placa esterilizante 90S, a
utilizacdo de membrana 0,45 micra e 0,22 micra (tabela 1) no altera a toxi-
cidade do produto.

A gquantidade de formaldeido a ser empregada na destoxificacdo varia
de acordo com o titulo da toxina. Levando em conta esse fato, determina-
mos a quantidade de formaldeido necessaria para completa destoxificacdo
sem prejuizo do poder imunogénico. (Tabela 2)

O alimen de potassio na proporcao de 1,25% como adjuvante, confir-
mou para esta cepa 0s 0timos resultados verificados na obtencdo de outros
soros antibotulinicos. O poder imunogénico da toxina derivada da cepa EK
foi testado em cobaios e coelhos, apresentando titulos ac redor de 16
Ul/ml e B0 Ul/ml respectivamente.

Estabelecidos os pardmetros passamos a produzir a toxina botulinica
em maior escala, e os lotes preparados e respectivos titulos constam na ta-
bela 2. Foi utilizada a cepa EK que possuia todas as caracteristicas necessa-
rias para a producédo do soro antibotulinico tipo E. A anatoxina proveniente
do filtrado toxico e tratado pelo formaldeido e pelo sulfato duplo de
aluminio e potassio & a que foi utilizada na imunizacéo de eqlideos para a
producao do plasma antibotulinico, o qual concentrado e purificado pelo
meétodo de Pope apresentou resultado satisfatorio.

A tabela 3 mostra o resultado do doseamento do soro antibotulinico es-
pecifico, onde os niveis antitoxicos atingiram os valores de cerca de 1000
Ul/ml.

Finalmente este soro purificado e concentrado era diluido conveniente-
mente para apresentar 500 Ul/ml de antitoxina tipo E, de acordo com as re-
comendacdes estabelecidas na XV Secdo de Expert. Committee on Biolo-
gical Standartization da OMS.

CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos na producdo de soro antibotulinico
tipo E concluimos que:

a) das oito amostras de CJ. botulinum testadas somente a EK e a EKX
mostraram-se adequadas produzindo toxinas titulando cerca de 1 x 10° a 4

10
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x 10° DMM para camundongo

b) dos trés meios de cultura testados, verificamos que o meio TPGY foi
o melhor

c) a tripsinizacdo é importante na aiivacédo da toxigénese do material
produzido

d) é recomendada a filtracdo da toxina em membrana inerte de 0,22 mi-
cra

e) a quantidade de formaldeido necessaria a destoxificacdo de toxina
por nos obtida foi de 0,5% a 0,6% conforme o titulo, ocorrendo a transfor-
macado em anatoxina ao redor de 30 a45 diasa 37°C

f) a mistura de plasmas resultante de diversas imunizacdes permitiu ob-
ter soro purificado e concentrado cujo titulo atingiu niveis da ordem de 750
a 1.000 Ul/ml

g) esta primeira producdo de soro antibotulinico tipo E para fins tera-
péuticos, no Brasil, abriu a possibilidade de obtencédo do soro tipo ABE,
que ja consta da lista de soros hiperimunes produzidos no Instituto Butan-
tan.

TABELA 1

Demonstracdo de perdas de toxina pela utilizacao de
diferentes tipos de filtros: de profundidade e membrana inerte.

—

Titulo apos
Titulo antes Titulo apos filtracdo em
da filtracéo filtracdo em membrana inerte,

Lote em DMM 90 Sem DMM em DMM

1 100.000 10.000 100,000

2 300.000 10.000 300.000

3 400.000 12.000 380,000

4 200.000 20.000 200.000

TABELA 2
Atividades destoxificante de diferentes concentracfes de
formaldeido, relacionadas ao titulo téxico do produto.
Destoxificacao
Titulo da a37°C apds 30

Lote Toxina em DMM Formaldeido % ou 45 dias
1/82 200.000 5,0 30
2/82 100.000 5,0 30
3/82 100.000 5,0 30
4/82 300.000 6,0 45
5/82 150.000 5,0 30
6/82 300.000 6,0 45
1/83 500.000 6,0 45
2/83 600,000 6,0 45
3/83 400,000 6,0 45

4/83 600.000 6,0 45
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TABELA3

Niveis de antitoxina botulinica tipo E, obtidos em
quatro cavalos, apos a purificacao”.

Lotes dos soros Tempo de observacido em horas
antibotulinicos Titulo em
tipo E ul/mi 24 438 72 06
Soro Dialisado 0/4 0/4 0/4 0/4
1-85-8 0/4 1/4 2/4 2/4
1/4 3/4 3/4 3/4
Soro Dialisado 0/4 0/4 0/4 0/4

1-84-54 0/4 0/4 0/4 0/4

0/4 0/4 0/4 0/4

0/4  0/4 0/4 0/4
0/4 0/4 0/4 0/4
0/4 0/4 4/4 S

Soro Dialisado
2-83-78

S88| 888|888

* Dose individual de 0,5ml das misturas de toxina e antitoxina, pela via intraperitonial, em camundongos de 18g a 22q.
sendo a toxina ao nivel de 0,01 L+, frente ao soro padrdo internacional,

ABSTRACT: The present paper describes the method employed in the
preparation of Clostridium botulinum type E antitoxin by horse hyperimu-
nization with mixed alum potassium adsorbed antigen, that was the
scherma used in production of type A botulinum antitoxin. After Pope's
method of purification and concentration the final titres reached values
of 750 to 1.000 Ul/mil.

KEYWORDS: Botulism: Clostridium botulinum Type E food poisoning,
toxin, toxoid and antitoxin.
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