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N'um trabalho anterior (1), tratamos do preparo de toxoides te-
tanicos pelo methodo da formalina, preconisado por Loewenstein e
V. Eisler e assignalamos que a proporcio de formalina mmdicada
por estes autores e usada por Sordelli (*), em Buenos Ayres, nio
podia ser por nés empregada, visto como a toxina tetanica que obte-
mos em Butantan, geralmente de D. M. M. << 0,0005 cc., assim tra-
tada, permanecia toxica para a cobaya, mesmo depois de uma per-
manencia de muitos mezes na estufa a 37°.

A permanencia assim prolongada n’essa temperatura prejudicaria
certamente o poder antigenico do toxoide, mesmo se fosse possivel
a sua obtencdo com a proporcio de formalina indicada (1,5 por

1000). : :
0 necessario seria a obtencio mais ou menos rapida do to-
xoide.

No nosso trabalho ennumeramos a longa serie de experiencias
que realizamos com o fim de estabelecer uma propor¢io de forma-
lina que, juntada & toxina preparada segundo a technica por noés
adoptada, a transformasse em toxoide no fim de poucos dias, isto é,
que a tornasse atoxica para a cobayva, embora fossem conservadas
as suas propriedades antigenicas.

E bastante dizer, no momento, que, das differentes proporcoes
de formalina, consideramos a mais conveniente a de 59/, para a
attenuacio da toxina e sua transformacio em toxoide.

E o preparo do toxoide assim se resume: filtrada a toxina te-
tanica, junta-se formalina na proporcio de 5°/, e colloca-se na
estufa a 37°.

No fim de 8 a 10 dias retira-se da estufa e verifica-se sua
toxidez para a cobava de 330 a 360grs., injectando 5 cc. Se o animal
sobreviver sem symptomas de tetano, durante uma semana de obser-
vagio, o toxoide esta preparado; se nio (declarando-se os sympto-
mas na cobava) colloca-se novamente na estufa onde se deixa mais
alguns dias, no fim dos quaes repete-se a inoculagio.

(*) J. Lewos Moxtrino — Preparo de toxoides tetanicos pelo methodo da formalina — Annaes

Paunlistas de Med. e Cir. (Vol. XII, n. 1, Janeiro 1321).
(*) A. SownxErr: — Revista do Instituto Bacteriologico, 1. Vol. n. 4 (Agosto, 19158),
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Geralmente em menos de 15 dias a attenuacio da toxina é
completa, conservando o toxoide tetanico assim preparado, as suas
propriedades antigenicas, como verificamos.

O toxoide preparado é conservado em frasco escuro na gela-
deira.

O fim principal d’este trabalho é assignalar, apresentando alguns
protocolos, .0s resultados da immunisacio de cavallos por este me-
thodo, que chamaremos de toxoide-toxina tetanica.

Embora o numero de observacdoes nio seja muito elevado, é
sufficiente para justificar algumas consideracdes sobre as vanta-
gens do methodo.

Daremos a seguir uma serie de protocolos de animaes immu-
nisados, pelos quaes se vera a marcha da immunisagio.
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- Idade: 9 annos.
I — Cavallo n. 70 { Procedencia: Nacional.

r 3 . — I——m

| | .
TOXOIDE ! TOXINA ! - < Valor do sdro
DATA INJECTADO E INJECTADA SANGRIAS e observagdes
Junho 15 100 ce. |
&1 100 cc. ;
Eﬁ | 200 cc. - Reaccdio local
Julho 5 | Exploradora I Nio dosa 1 u. a.
8 | 200 ce. - Reacgido local
15 | - 50 ce. Exploradora | Dosa + 1 u. a.
29 | 100 ce. -
30 | 100 ce. .
Agosto ' 200 cc. Exploradora | Dosa + 50 u. a.
: . 10 - 300 cc. f o
16 | . Exploradora | Dosa 100 u. a.
17 | 400 cc. .'
28 | 500 cc. :
Setembro 11 | 6 litros
' 14 | ! 550 ce. .
25 | 6 litros |
28 | 600 cc.
Outubro 4 | Exploradora | Dosa — 100 u, a,
13 | ' 650 ce.
19 700 cec. Exploradora | Dosa — 100 u. a.
25 Exploradora | Dosa + 100 u. a.
29 750 cc.
Novembro 12 | 6 litros .
13 400 ce. ' i
18 Explorodora | Dosa 150 u. a.
30) S0 cc.
Dezembro q Exploradora | Dosa 150 u. a.
15 6 litros |
I8 400 ce. | |
Janeiro 1 . Exploradora | Dosa — 100 u. a,
12 ' 200 cc. | .
19 ~ - Exploradora | Dosa 100 u. a.
24 S00 ce. ' '
Fevereiro 4 | 6 litros |
14 400 ¢ | |
a1 Exploradora | Dosa — 100 u. a.
Margo 2 | 400 ce.
16 Exploradora | Dosa + 100 u. a.
29 6 litros
28 400 cc

J Idade: 9 annos.
I — Cavallo n. 303 { Procedencia® National.

m

|  ToxomE | TOXINA I ‘aax . Valor do sd
DATAT: sehir o A= SANGRIAS | "
| INJECTADO | INJEOTADA . e observagdes
Junho . 100 cc. |
100 cc. -
200 cc. | | - Reacgiio local
Julho Exploradora | Nio dosa 1 u. a.

et i -

200 ec. Reaccio local
50 ce. . Exploradora l Dnsacgll u. a.
100 ce. ' |
100 ce.
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(Continuagdo)
} I : 5% =
TOXOIDE | TOXINA I cax - Valor do sdro
Rt INJECTADO | INJECTADA J. S B e observagies
Agosto 4 200 cc. |
5 Exploradora | Dosa — 50 u. a.
10 300 ce. Exploradora | Dosa 50 u. a.
17 300 ce. :
26 Exploradora | Dosa 100 u. a.
28 500 cc. |
Setembro 11 Expl.e 6 lit. | Dosa 150 u. a.
14 560 ¢cc. | |
5 litros |
28 600 cc. | |
Outubro 4 | Exploradora | Dosa 150 u. a.
8 500 ce. , ,
19 600 cc. E :
29 650 cc. -
Novembro 2 | 6 litros
13 400 cc. !
18 ' Exploradora | Dosa + 100 u. a.
30 300 cc. 1
Dezembro 9 . Explorapora | Dosa + 100 u. a.
15 | | 6 litros
28 ' 400 cc. ,
Janeiro 1 | Exploradora | Dosa + 200 u. a.
13 | | 6 litros |
19 | Explorodora | Dosa + 100 u: a.
24 300 ce. :
Fevereiro 1 | 6 litros
11 | 300 cc. !'
17 | 200 cec. _ |
21 i | Exploradora | Dosa + 100 u. a.
Margo 1 | 6 litros |
3 300 ce. .
16 . Exploradora | Dosa 300 u. a.
22 | ' 6 litros
oy | Idade: 12 annos.
III — Cavallo n. 308 | Procedencia: Nacional.
| ToxomE | TOXINA | oynemrac | Yalor do sdro
DAIA | INJECTADO | INJECTADA SANGIUAS . e observagdes
Julho 20 50 n:t | | Oedema na zona
30 | 50 cc. ' | ' | da inoculagdo
Agosto 4 | 50 cc. _ ! ™
9 | 100 ce. ! :
15 200 cc. ' | Exploradora | Dosa 1 u. a.
22 | 50 ce.
27 | ' 100 cc.
Setembro 2 150 ce.
9 200 cc. . Exploradora | Dosa — 50 u. a.
15 250 cc. '
22 300 ce. :
30 . Exploradora | Dosa + de 50 u. a.
ODutubro 1 350 cc. | | -
8 400 ce. |
15 . Exploradora | Dosa + de 80 u. a.
22 500 ce. | i
Novembro 1 | Exploradora | Dosa + de 100 u. a.
8 600 cc. g _
17 | | 6 litros Dosa + de 150 u. a.




IV — Cavallo n. 355

Immunisacio anti-fetanica pelo methodo toxoide-toxina

Idade: 9 annos.
Procedencia: Nacional,

89

I - | i r
TOXOIDE TOXINA e -~ | Valor do sdro
DATA INJECTADO INJECTADA | L URIER observacgies
Julho 11 o0 cc.
18 100 cc. |
25 100 ce.
Agosto 1 200 ce.
] 200 cc.
11 Exploradora | Dosa — 1 u. a.
16 200 ce. |
24 Exploradora | Dosa — 1 u. a.
30 200 ce. |
Setembro™ 10 Exploradora | Dosa 1 u. a.
13 o) cc.
20 50 cc.
27 100 ce.
Outubro 4 150 ce.
- 11 200 cc. .
16 Exploradora | Dosa 10 u. a.
18 250 cc.
20 200 cc.
Novembro 11 300 cc.
14 S00 ce.
23 350 cc. :
27 Exploradora | Dosa — 50 u. a.
29 350 cc, '
Dezembro 6 | 400 ce.
Janeiro 8| ' 800 cc.
10 | 300 cc.
17 | 400 ce. |
24 | 400 cc |
31 | 450 cc. |
Fevereiro 7 | 450 cc. . Exploradora | Dosa 80 u. a.
22 | . Exploradora | Dosa — 100 u, a.
27 400 cc. , E
Marco 8 | . Exploradora | Dosa 100 u. a.
18 | b litros |
. : Idade: 9 annos.
¥ — Cavallo n.:306 l Procedencia: Nacional.
N —————
. TOXOIDE TOXINA et . | Valor do séro
DATA | INJECTADO | INJECTADA | SANGRIAS e observagdes
Agosto 1 50 cc. |
S 50 cc. |
16 ‘ 100 cc. |
23 100 ce. |
30 | 200 ce. ! |
Setembro 10 § ; Exploradora | Dosa — 1 u. a.
13 | 200 cc. j 1
20 | 200 cc. |
25 | Exploradora | Dosa 1 u. a.
27 | 50 cc. |
Outubro 4 | 50 cc. l
11 | 100 cc. |
16 | - Exploradora | Dosa 10 u. a.
18 150 ce. |
25 200 cc. ;




a0 Memdrias do Instituto de Butantan.- Tomo II - Fasc. Unico
(Continuagdo)
TOXOIDE TOXINA I . 2 Valor do sbro
DATA INJECTADO INJECTADA | SANGRIAS e observacies
Novembro 1 200 cc.
S | 250 cec.
14 ; 290 cc.
23 ! 300 cc.
27 Exploradora | Dosa 50 u. a.
29 ' 300 cc.
Dezembro 6 350 cc.
Janeiro 3 250 cc.
10 300 cc.
17 350 ce. . Exploradora | Dosa + 100 u. a.
24 300 cc. '
31 400 cc. |
Fevereiro 7 | 400 ce. - Exploradora | Dosa 200 u. a.
09 . Exploradora | Dosa 300 u. a.
26 l (1.a) 6 litros

VI — Cavallo n. 357

Idade: 9 annos.
“ | Procedencia: Nacional.

TOXOIDE

TOXINA

| Valor do sdro

| |
DATA INJECTADO 1 INJECTADA ! SANGRIAS © uhsgna{;ﬁes
Agosto 1 50 ce. | !
8 50 cc. ;
16 | 100 cc. |
23 100 ce. '
J0 200 cc. |
Setembro 10 | . Exploradora | Dosa — 1 u. a.
13 200 cc. ! |
20 200 cc. 5 .
25 . Exploradora | Dosa 1 u. a.
27 | 50 cc. | ,
Outubro b | 50 cc. '
11 - 100 ce.
16 | ' Exploradora | Dosa — 10 u. a.
18 150 ce. ;
20 200 ce. |
Novembro 4 200 cc. ;
8 | 250 cc. .
14 250 cc. '
23 * 300 ce.
27 r Exploradora | Dosa-+10e -50u. a.
o9 | . 300 cc.
Dezembro 6 | 350 cc.
Janeiro 3 i 200 cc.
10 | 300 cc. ,
17 | 350 ce. f
24 | 350 cc. !
ol ! 400 cc.
Fevereiro T ‘ 400 ce- Exploradora | Dosa 100 u. a.
22 , . Exploradora | Dosa 100 u. a.
26 | | (1.a) 5 litros |




VII — Cavallo n. 358
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Idade: 13 annos.
Procedencia: Nacional.

TOXOIDE TOXINA 2 Valor do séro
DATA INJECTADO ! INJECTADA SANGRIAS e nhsena;ﬁes
Agosto 1 50 ce. |
B | 50 cc. ! '
16 100 ce.
23 100 ce.
30| 200cc | | |
Setembro 10 Exploradora | Dosa + 1 u. a.
13 | 507ce. | |
20 | 50 cc. -
27 100 cc. |
Outubro- 4 | 150 ce. |
11 | 200 cc. !
16 | Exploradora | Dosa + 10 u. a.
18 250 cc.
25 ‘ 300 cc.
Novembro 1| 300 cc.
8 350 cc.
14 | 350 ce.
23 | 400 cc. |
27 | . Exploradora | Dosa + 50 u. a.
29 | 400 cc. |
Dezembro 6 | 450 ce. |
Janeiro 3 350 ce. | f
10 | 400 ce. -
17 | 450 cc. Exploradora | Dosa — 100 u. a.
24 | 450 ce.
31 | S50 ce.
Fevereiro (| 500 ee, Exploradora | Dosa 100 u. a.
29 Exploradora | Dosa 100 u. a.
26 | | (L.a) 6 litros

VIII — Cavallo n. 359!

TOXOIDE

Idade: 7 annos.
Procedencia: Nacional.

TOXINA

Valor do sdro

DATA INJECTADO INJECTADA | REE A e observagdes
|

Setembro ) o0 cc. '
13 | 50 cc. !
20 | 100 cc.

Outubro 4| 200 cc. | |
11 | 200 ce. ! '
16 | . Exploradora | Dosa 1 u. a.
18 o) ce. : !
25 50 cc. I

Novembro 1 100 cc. |
8] | 100 cc. l |
14 | | 160 cc. |
o3 | . 150 ce.
97 | . Exploradora | Dosa + 10 u. a.
o9 | | 200 ce.

Dezembro 6 | 200 ce. |

Janeiro 8 | | .10 cc. |
10 | 150 ce. i
17 | .- 200 ce. - Exploradora | Dosa 50 u. a.
24 | | 200 cc.
31 | : 250 cc.
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(Continuagdo)
| TOXOIDE 0 47 A o | Valor do séro
DATA INJECTADO INJECTADA ]| SANGRIA e observagdes
- |
Fevereiro 7 | 250 cc. | Exploradora | Dosa 80 u. a.
13 | 33% cc. | |
é?l 350 cc. |
Margo 5 350 ce. . Exploradora | Dosa + 100 u. a.
18 | | (1.8) 5 litros

Idade: 16 annos.

IX — Cavallo n. 284 (%) { Procedencia > Nacional.

TOXOIDE TOXINA | caw | Valor do soro
DATA INJECTADO INJECTADA | SANGRIAS . e observagies
1925 | |
Janeiro 30 50 cc. !
Fevereiro 6 50 cc.
12 100 cc. .
26 200 ce. e ~ Exploradora | Dosa + 1 u. a.
Marco 5] 1| 50 cc. | '
12 | 50 cc. f '
19 , 100 ce. ]
26 | ! 150 ce. !
Abril 2 | 200 cc. : j
8 | E 250 ce. | :
15 | ! 300 ce. li Exploradora | Dosa + 100 u. a.
22 | 850 cc. |
29 _ 400 cc. . Exploradora | Dosa 300 u. a.
Maio 14 f 1.2 definitiva |

i D litros Doza 300 u.r.

O valor anti-toxico do soro, apés a immunisa¢io por este me-
thodo, dos animaes considerados bons productores, variava de 100
a 300 uw.a. por cc. em sangria directa, valor mais que sufficiente
para a obtencdo de soros de alto poder, com os processos de con-
centracio que o Instituto adopta.

Estes mesmos cavallos, em reimmunisagoes posteriores, attin-
giram dosagens mais elevadas (300 e 400 u.a. por cc.).

preciso assignalar que, em immunidade, o factor individual

(*) Ji haviam sido entregues os originaes deste trabalho, para a publicacio nas “MEMO-
RIAS", quando terminamos a immunizacio, pelo processo descripto, de uma turma de 3 animaes.

Em virtude do atrazo da publicacio, julgamos conveniente juntar ao trabalho mais esta ob-
SETVACho.

Estes cavallos, ns. 240, 276 e 284 estiveram em servico de diphteria, onde os dois primeiros
eram regulares ¢ o ultimo, (n. 284), muito bom productor de anti-toxina.

Os de ns. 240 e 276 fizemos voltar ao primitivo servico, por nido se mostrarem bons prodo-
ctores de anti-toxina tetanica. Receberam ambos & injeccies de toxoide, nio apresentando, apds
isto, 1 u. a. em co. de siro.

Emquanto isto, o de n. 284, apis a 1% injecgio de toxoide, accusava em seu sbro 4+ 1 u. a.
por cc.

Resolvemos, por isto. em virtude da nossa nio pequena experiencia anterior, sd continuar
com a immunizaciao do n. 284.

O resultado obtido, mais uma vez, confirmou a nossa supposicio, dosando este cavallo, no
curto prazo de 3 mezes e meio, 300 u. a. por ce.
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¢ de grande importancia. Com maior numero de animaes, certamente
se encontraria algum cujo soro dosasse 400, 500 e mesmo 600 u.a.
por cc., o que é rarissimo observar nos servicos de sorotherapia
anti-tetanica dos differentes Institutos.

Sabemos ja terem sido encontrados cavallos dosando 600 e
até 800 u.a. por ce. Isto representa excepcdes em centenares de ca-
vallos experimentados.

A verificacio do poder anti-toxico do soro deve ser feita pelo
methodo, officialmente adoptado entre nés, de Rosenau e Anderson.
Differencas de technica empregada para a dosagem ou outros metho-
dos menos seguros poderdo explicar resultados mais animadores com
0 soro anti-tetanico.

Para o soro anti-diphterico é mais facil e commum obter-se
dosagém muito mais elevada, pelo methodo de Ehrlich.

A immunisacio com toxoides deve ser continuada até que o

soro do animal contenha 1 u.a. por cc., sem o que nio se deve
iniciar a injec¢do de toxina pura.
. Nio se conseguindo isto com os toxoides até a 5.2 ou 6.2 1no-
culacio, desnecessario se torna o desperdicio de toxina, pois pro-
vavelmente o animal ndo seri bom productor de anti-toxina. Isto
verificamos com diversos cavallos, cujos soros ndo dosavam mais
de 50 u.a. por cc. no final de immunisacio e que haviam recebido
maior numero de injeccoes de toxoides, até que o soro contivesse
1 u.a. por cc.

Com a immunisacido anti-tetanica por meio de toxina pura, pre-
cedidas, as primeiras doses, de njeccoes de soro anti-tetanico, me-
thodo mais demorado e que nos expde mais a accidentes, conse-
guiamos valores mais ou menos identicos, isto é, soros cujo valor os-
cillava de 100 a 400 u.a. por cc. em sangria directa, nos animaes
considerados bons productores.

Apresentamos estes dados para uma comparagio entre os dois

methodos. :
Em conclusido, verifica-se que a vantagem do methodo de im-

munisacido por meio de toxoides se apola na economia que se faz de
soro anti-tetanico (necessario para o outro methodo), na maior ra-
pidez da immunisacdo e na possibilidade de se verificar, desde logo,
quaes os animaes bons productores de anti-toxina.

Butantan, Novembro de 1924.
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IMMUNISATION ANTI-TETANIQUE PAR LA METHODE
TOXOIDE-TOXINE

FAR LE

DRr. JJ. LEMOS MONTEIRO

SOMMAIRE

La proportion de formol indiquée par Lovenstein et von Eisler
pour la préparation de toxoide tétanique, 1,5 pour 1000, ne peut étre
utilisée & Butantan, car la toxine ainsi traitée, généralement de
D. M. M. <0,0005cc., reste encore toxique pour le cobayve aprés
un séjour de plusieurs mois a l'étuve. '

Pour obtenir la transformation rapide de la toxine en toxoi-
de sans perte du pouvoir antigénique, I'Auteur employe une pro-
portion de 5°/, de formol; aprés un séjour de 15 jours a l'étuve
'atténuation est en général compléte (vérification avec le cobaye).

L’Auteur donne ensuite les protocoles d'immunisation d'un cer-
tain nombre de chevaux par cette méthode; les animaux qui, aprés
avoir recu 5 ou 6 injections de toxoide, ne présentent pas 1 u.a.
dans leur serum, doivent étre rejetés comme mauvais producteurs;
lorsque le serum de 'animal contient 1 u.a. I'i'mmunisation est con-
tinuée avec la toxine pure.

Cette méthode d'immunisation est plus rapide et expose i
moins d'accidents que la méthode par toxine pure, précédée d'in-
jection de serum anti-tétanique, lors des premiéres doses.

En relation au dosage final des serums obtenus, ces 2 méthodes
sont équivalentes (méthode de dosage de Rosenau-Anderson).




