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RESUMO: Descreve-se método para a obtengio da antitoxina
botulinica bivalente tipo AB, através de hiperimunizagio simultinea
de cavalos com antigenos adsorvidos pelo alimen de potdssio.
Empregando-se novo esquema de imunizagio, e utilizando antigeno
botulinico bivalente AB, obtiveram a respectiva antitoxina cujos
titulos especificos médios variavam entre os niveis de 140 a 200
UI/ml para o tipo A e de 70 a 130 UI/ml para o tipo B, tendo como
referéncia o soro padrio internacional. Apds a purificacido e concen-
tracio pelo método de Pope, os titulos finais atingiram valores da
ordem de 750 a 1000 UI/ml.

Através deste novo método, foi verificado que é& possivel obter
soro antibotulinico bivalente tipo AB, num mesmo animal, com
resultados superiores aos processos anteriormente utilizados, com
menores dispéndios de antigenos, de animais soroprodutores, de
tempo e de trabalho.

PALAVRAS-CHAVE: Botulismo; hiperimunizagdo simultdnea, de
eqiiinos, com antigenos tipos A e B; toxina e toxdide botulinicos
tipos A e B.

INTRODUGAQ

Em 1972, pela primeira vez no Brasil, foi preparado o soro anti-
botulinico tipo A, por um de nos, e, posteriormente, o tipo B, pela hiperi-
muniza¢io de eqiiideos, através do antigeno adsorvido pelo sulfato duplo
de aluminio e potassio (11,18). Utilizando novo esquema de imunizagio,
foi possivel obter soros antitéxicos que apresentavam teor médio de anti-
toxina botulinica ao redor de 750 a 1000 UI/ml, quando purificados e
concentrados, pelo método de Pope (20).

* Trabalho apresentado no VIII Congresso Latinoamericano de Microbiologia, Vifia del Mar, Chile.
** Servigo de Imunologia — Instituto Butantan,
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Verificaram, também, que as antitoxinas dos tipos A e B nio apre-
sentam reacdo cruzada com a toxina heterédloga, comportando-se, por-
tanto, como soros monoespecificos (11).

Contudo, em virtude da especificidade da antitoxina (13, 14) e da
eficicia de seu emprego depender de um diagnéstico prévio, estabelecido
através de prova de toxinotipia e do resultado do exame bacteriologico,
0s quais sempre demandam precioso tempo, o tratamento deve ser ime-
diatamente iniciado com a soroterapia bivalente AB, tendo em vista que
o¢ casos de botulismo humano ocorreram com maior freqiiéncia com
esses dois tipos (1, 4, 5, 6, 7, 12, 16, 27), com alto indice de mortalidade

(LD 16,19 )"

Portanto, propusemo-nos verificar a possibilidade de obtengio da
antitoxina botulinica bivalente tipo AB, num mesmo animal soroprodutor.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido utilizando, em linhas gerais, a
mesma metodologia desenvolvida e descrita pelos autores em trabalhos
anteriores (11, 18). Todavia, julgamos interessante destacar as seguin-

tes consideracoes.

1. Cepas utilizadas — as cepas de Clostridium botulinum tipo A,
n.° 306-IB e tipo B, n.° 204-IB, ambas dotadas de alto poder toxigénico,
foram escolhidas do estoque da germoteca do Instituto Butantan, para a

obtencdo das respectivas toxinas.

2. Obtencdo de torinas — as toxinas botulinicas dos tipos A e B,
foram obtidas no meio de cultura proposta por Wadsworth, modificado
(11, 18, 23, 28). A toxicidade das culturas filtradas foram {tituladas
segundo Nigg e col. (17), em camundongos de 18 a 22 g de peso, através
da inoculaciio pela via intraperitoneal de aliquotas de 0,5 ml de séries
de diluicdes de toxina em solucdo tampdo de gelatina fosfatada (11).

3. Antigenos — para a preparacido dos antigenos dos tipos A e B,
foram utilizadas toxinas filtradas que apresentavam cerca de 8 x 10° a
1 x 10° DMM por mililitro, em camundongos, para cada tipo (Tabela 1).
A anatoxina botulinica, resultante da destoxificacio da toxina pelo for-

TABELA 1

Toxicidade da cultura de Clostridium botulinum tipos A e B e condigoes de
desenvolvimento da toxina *

Incubacao
Tipo Cepa Temperatura *  Tempo DMM
(°C) (dias)
A 306-1B 37 6 1 x 10°
B 204-1B 37 9 8 x 10°

* Inoculagio de 0,5 ml por via intraperitoneal, em camundongos de 18 a 22g.
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maldeido, na taxa final de 0,56%, era precipitada pelo alimen na concen-
tracdo final de 1,256% do adsorvente. Apods a prova de inocuidade (11,
28), era submetida & prova de imunogenicidade em cobaios de 250 a 300 g
de peso, de acordo com os estudos de Rice e col. (25). Os resultados
desta prova permitiam revelar os toxéides que apresentavam melhor
poder imunogénico, os quais passavam a ser utilizados como antigeno
para hiperimunizacio de cavalos. O antigeno bivalente era constituido
de mistura homogénea em proporcoes equivalentes das fracdes A e B.

4. Animais soroprodutores — para a obtencdo do soro antibotu-
linico bivalente, foram selecionados 9 cavalos sadios, jamais empregados
na producéo de anti-soros, de cerca de 8 a 10 anos de idade, em condicoes
fisicas consideradas satisfatérias pelo exame prévio, clinico veterinario,
e separados em dois lotes:

Lote 1 — 4 animais, os quais eram inoculados com antigeno mono-
especifico. Assim, os cavalos n.° 232 e 233 foram destinados 4 producio
do soro antibotulinico do tipo A, enquanto que os de n.° 243 e 244 o
foram para o tipo B, observando-se, em ambos os casos, 0 esquema de
imunizacdo ja citado (11, 18).

Lote 2 — 5 cavalos, 0s quais receberam os n.% 234, 240, 248, 249 e
250, todos inoculados com o antigeno bivalente AB. Neste lote, também
0s soros antitoxicos eram obtidos pela hiperimunizacio de eqiiinos, em
duas fases, segundo o esquema de hiperimunizacio estabelecido em tra-
balhos anteriores (11, 18), sendo que a primeira fase correspondia &
imunizagdao de base. Devemos destacar que, em virtude de féormula anti-
génica estar encerrada no mesmo volume proposto no esquema citado,
cada animal soroprodutor recebia exatamente 50% de cada fracdo anti-
génica, em relacio aos animais do lote 1.

Na fase de hiperimunizacio, ao invés de administrar a quantidade
total de cada dose imunizante num tnico ponto, o volume de antigeno
misto AB correspondente era subdividido em cinco fracoes iguais, cada
qual sendo inoculada subcutaneamente em cinco pontos diferentes, na
regiao do dorso do animal,

Na ultima semana, cada cavalo pertencente a cada lote, era subme-
tido a sangria exploradora. As reimunizacdes eram repetidas apds cada
periodo de repouso de 45 dias (2) que sucedia imediatamente terminada
a sangria final.

O sangue recebido de cada animal era recolhido em solugcio anticoa-
gulante de citrato de sodio, sendo o plasma separado e a seguir tratado
com preservativo antes de ser levado & camara fria, a 4°C, onde era
mantido até o momento de purificacio e concentracio. As misturas de
plasmas eram tratadas pelo método preconizado por Pope (20, 21), e
modificado posteriormente (9).

5. Soro e torina padries utilizados — o0s soros antibotulinicos,
padrdes internacionais, eram provenientes de Statens Serum Institute de
Copenhagen, Organizacio Mundial de Satde, de onde vém acondicionados
em ampolas sob forma liofilizada e cujas atividades especificas estio con-
tidas em 0,1360 mg para o tipo A, e 0,1740 mg para o tipo B (4).
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As toxinas botulinicas padrdes utilizadas no experimento foram pre-
paradas no laboratério do Setor de Anaerdbios do Instituto Butantan e
padronizadas “in vivo”, ao nivel de 0,1 L4+ (Limite morte), para o
tipo A e de 1 L4, para o tipo B, respectivamente, pelos soros padroes
antibotulinicos monoespecificos, e conservadas sob forma de solugao

glicerinada (4).

O método de titulacido dos soros era realizado pelo teste de neutrali-
zacdo “in vivo”, em consonincia com o preconizado pela Organization

Mondiale de la Sante.

6. Animais wutilizados — camundongos brancos (Mus musculus
Linnaeus, 1758), sem distincdo de sexo, de 18 a 22 g, e cobaias de 250
a 300 g de peso, fornecidos pelo Biotério Geral do Instituto Butantan.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudando os surtos de botulismo no mundo inteiro, verifica-se que
a grande maioria dos casos humanos é provocada pela ingestio de alimen-
tos contaminados pelas exotoxinas neuroparaliticas dos tipos A e B, e,
com menor freqiiéncia, pelo tipo E (1, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 16, 26, 27).

A anéilise dos dados publicados na literatura nos permite concluir
que os grandes surtos desta toxiinfec¢io apresentam caracteristicas cicli-
cas e ocorrem, de maneira estreitamente correlacionada com as épocas de
recessio econdmica, sendo, portanto, a expansio do botulismo, atribuivel
ao aumento de preparacoes de conservas caseiras (12).

Neste aspecto, entre outros, Legroux e col. (15) constataram na
Franca, durante a época de ocupacdo de 1940 a 1944, cerca de 500
focos de botulismo, envolvendo mais de 1000 intoxicados. Mais recente-
mente, Horwitz e col. (12) em 1974, nos E.U.A., registraram 20 surtos,
num tnico ano, sendo o maior verificado desde 1935.

No Brasil, felizmente, o botulismo ainda é uma doenca rara, uma
vez que se acha registrado apenas um surto ocorrido em 1958 (19).
Entretanto, neste acidente, 9 pessoas se intoxicaram das quais 7 tiveram
éxito letal.

Do que foi exposto, dada a inexisténcia do soro antibotulinico biva-
lente tipo AB no pais, e considerando que néo existe outra terapéutica
comprovadamente melhor para o botulismo, resolvemos estabelecer, pelo
presente trabalho, uma metodologia para a obtencdo de antitoxina botu-

linica bivalente, tipo AB.

O primeiro soro antibotulinico foi preparado por Van Ermengen
pela imunizacio de equinos, utilizando toxina como antigeno. Em vista
deste método apresentar certos inconvenientes (22), optamos pelo em-
prego de produto atéxico, ou seja, o toxdide botulinico absorvido pelo
alimen, que apresenta intimeras vantagens; entre outras a faculdade
que o toxoide oferece de poder ser manipulado com absoluta seguranca,
conservando todas as propriedades imunogénicas que favorecem a bios-

sintese de imunoglobulinas especificas.
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Adaptando o esquema de imunizacio idealizado e posto em pratica
pelo laboratorio do Setor de Anaerdbios do Instituto Butantan (11,18),
podemos observar o resultado apresentado pelos cavalos pertencentes
ao Lote 1, que serviram como controle, com toxdides botulinicos mono-
valentes dos tipos A e B (Tabela 2). Pela mesma, os resultados revelam
niveis médios de 166 Ul/ml de antitoxina botulinica tipo A, e de 116
a 125 Ul/ml de tipo B.

A Tabela 3 mostra niveis de antitoxina botulinica bivalente tipo
AB, observados em cavalos pertencentes ao Lote 2, que receberam anti-
geno misto tipo AB, onde se nota que os titulos médios da fracio A
variam de 140 a 200 UI/ml, enquanto que na fraciao B, oscilam de 70 a
130 UI/ml, no soro circulante. Pela anilise destes dados, pode-se notar
que existe tendéncia marcante da superior resposta imunogénica da
fracio A. Parece-nos que este fendomeno é atribuivel ao efeito adjuvante
do antigeno tipo B sobre o do tipo A, que se evidenciou na forma com-
binada, pois foi verificado que durante todo periodo de imunizacio, o
tipo A respondeu em niveis entre 100 a 200 UI/ml, nas sangrias de
prova, ao passo que o tipo B oscilou entre os valores de 50 até o maximo

de 150 UI/ml (Tabela 3).

Apesar de Rice (24) ter observado que o poder imunogénico da
fracio B aumenta consideravelmente, quando se emprega o antigeno
bivalente AB na imunizacdo de camundongos, em nossos experimentos
verificamos que ocorre fenomeno inverso. Esta divergéncia de resultados
correlaciona-se, possivelmente, com as diferentes espécies animais

utilizadas.

Por outro lado, confrontando os resultados obtidos nas Tabelas
2 e 3, pode-se destacar um fato muito interessante: embora os cavalos
pertencentes ao Lote 2 tivessem recebido apenas 50% da quantidade de
cada fracido antigénica em relacio aos do Lote 1, a sintese de antitoxina
botulinica alcancou praticamente os mesmos niveis séricos deste. Assim,
na fracio A foram encontrados titulos médios oscilando entre os valores
de 140 a 200 UI/ml, contra a média de 166 Ul/ml da imuniza¢cao mono-
valente. O tipo B também comportou-se de maneira aniloga, alcancando
média de 70 a 130 UI/ml, contra 116 a 125 UIl/ml, da imunizacao mono-

especifica,
TABELA 2

Niveis de antitoxina botulinica tipos A e B, observados em quatro cavalos do Lote 1,
no decurso de seis hiperimunizagoes

Titulos em Ul/ml uris
1 Média
G‘wﬁ = Tipo Hiperimunizagio aritmética
n.
FIRIEN o aBERE0 A4 o RS o will| & o Ul/ml
232 A 100 200 200 100 200 200 166
233 A 100 200 200 100 200 200 166
243 B 50 100 150 100 150 150 116
244 B 50 150 150 100 1560 150 125
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TABELA 3

Niveis de antitoxina botulinica bivalente tipo AB, observados em cinco cavalos do
Lote 2, no decurso de cinco hiperimunizagées, através do antigeno misto

Titulos em Ul/ml o
Cavalos ; TR S Média
0 Tipo Hiperimunizagio aritmética
1.8 9 8 94 4.8 5.8 UI/ml
234 A 200 200 200 200 200 200
B — 150 150 150 60 100
240 A 200 200 200 200 200 200
B — 150 150 100 50 90
248 A - 200 200 200 200 160
B 150 150 150 150 60 130
249 A 100 200 100 100 200 140
B o0 ol 150 150 150 110
250 A 200 200 100 200 200 180
B e 150 150 - 60 T0

A Tabela 4 mostra o resultado do doseamento do soro antibotuli-
nico bivalente AB purificado, onde os niveis antitoxicos atingiram os
valores de cerca de 1000 UIl/ml para fracio A e de 750 Ul/ml, para o
tipo B. Finalmente, este soro purificado e concentrado era diluido con-
venientemente para apresentar 500 UI/ml de antitoxina de cada tipo,
para compor o soro antibotulinico bivalente AB, de acordo com as reco-
mendacoes estabelecidas na XV Secido de “Expert Committee on Biolo-
gical Standardization” da OMS.

TABELA 4
Dosagem do soro antibotulinico bivalente tipo AB purificado *

Soro antibotulinico Tempo de observacdo em horas
Fracio UI/ml 24 48 72 06
500 0/4 0/4 0/4 0/4
A 750 0/4 0/4 0/4 0/4
1000 0/4 0/4 0/4 0/4
1250 0/4 0/4 2/4 4/4
500 0/4 0/4 0/4 0/4
B 750 0/4 0/4 0/4 0/4
1000 0/4 2/4 3/4 3/4
1250 4/4 — — —

* Dose individual de 0,5 ml da mistura toxina-antitoxina, pela via intraperitoneal,

em camundongos de 18 a 22 g, sendo a toxina ao nivel de 0,1 L 4 para o tipo A,
e L 4+ para o tipo B, frente ao respectivo soro padrao internacional.
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Também digno de registro foram as constatacdes de que o emprego
de antigeno bivalente AB para a hiperimunizacio de eqiiideos oferece
a conveniéncia de serem evitadas diluicdes reciprocas de soros monova-
lentes dos referidos tipos, visando a obtencio de soro anti-AB e, fato
igualmente significativo, do processo ndo causar nos animais submetidos
a producdo da antitoxina bivalente, reacées que o contraindiquem para
a sua adocao definitiva (3).

CONCLUSOES

1. Utilizando-se Clostridium botulinum tipo A, estirpe 306-IB e
tipo B, 204-1B, foram obtidas as respectivas toxinas dosando cerca de
8 x 105 a 1 x 108 DMM para camundongos.

2. O antigeno bivalente AB, empregado na hiperimunizacéao de cava-
los, era constituido de mistura, em proporc¢des equivalentes, de anatoxinas
dos tipos A e B, precipitadas pelo alimen.

3. As sangrias de prova apresentaram titulos médios de antitoxina
botulinica bivalente variando entre os valores de 140 a 200 Ul/ml para o

tipo A e de 70 a 130 UI/ml, para o tipo B.

4. A mistura de plasma resultante de diversas imunizacées, permi-
tiu obter soro purificado e concentrado cujo titulo atingiu niveis da ordem
de 750 a 1000 UI/ml de cada fracio.

5. A hiperimunizacio simultinea de eqiiinos soroprodutores, com o
emprego de antigeno bivalente, apresenta a vantagem de evitar a diluicéo
reciproca que resulta da mistura de soros monovalentes, bem como a de
nio causar, nos animais, reacoes indesejiaveis em seu estado fisico.

The usage of Clostridium botulinum Type AB antigen in the preparation
of bivalente antitoxin.

ABSTRACT: The present paper describes the method employed
in the preparation of bivalent Clostridium botulinum Type AB
antitoxin by simultaneous hyperimmunization of horses with mixed
alum potassium adsorbed antigen. By the use of a new immunization
schema, and using a bivalent AB botulinic antigen, the AB antitoxin
wag obtained, whose mean specific titres wvaried between the
140-200 IU/ml serum levels for Type A, and 70-130 I1U/ml, for
Type B, respectively, when dosed against the international standard
antitoxin. After purification and concentration by the method of
Pope, their final titres reached wvalues of 750 to 1000 IU/ml.
Through this new method. it was verified that it is possible to
obtain bivalent antibotulinie antitoxin Type AB in the same animal
with results superior to those obtained by the processes formerly
employed.

EEYWORDS: Botulism; bivalent hyperimmunization of horses;
Clostridium botulinum Types A and B; food poisoning;

Clostridium botulinum Types A and B toxin and toxoid.
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