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RESUMO: Cavalos submetidos previamente ao teste de Schick
foram estimulados sete vezes com anatoxina diftérica fluida adsor-
vida pelo alimen a fim de se estudar os niveis de antitoxina pro-
duzidos.

Observou-se que a freqiiéneia dos titulos antitéxicos individuais
maiores ou iguais & 500 UI/ml, bem como os titulos médios foram
mais elevados no lote de eqiiinos Schick negativos.

Desta forma, o aproveitamento para a produgdo de soros antidifté-
ricos serd maior quando da utilizagdo de animais Schick negativos.

PALAVRAS-CHAVE: Anatoxina diftérica; antitoxina diftérica;
produgio de soro antidiftérico em cavalos; reimunizagdes repetitivas.

INTRODUCAO

A produciio de soro antidiftérico tem sido alvo de intimeros estudos

desde 1908, quando BELLA SCHICK %, introduziu uma intradermo rea-
cdo que permitiu detectar a presenca de antitoxina diftérica circulante.
Esta reaciio consistia na inoculacio de baixas doses de toxina diftérica

pela via intradérmica.

HITCHENS e TINGLEY & em 1917, adaptaram esta reacido ao
cavalo a fim de observar a existéncia de uma provavel imunidade natu-
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ral. SORDELLI *5, em 1921, conseguiu a preparacdo de um soro com
alto teor de antitoxina diftérica, utilizando cavalos Schick negativos.

Em 1921/6, GLENNY % 7 propos a utilizacio de cavalos original-
mente Schick negativos para a réipida obtencio de soros hiperimunes,
fato corroborado depois por RAMON 1° em 1929.

Quanto ao antigeno a ser administrado, GLENNY ° referia que o
precipitado obtido pela adicio do aliimen a este, provocava em cobaias
uma exacerbacio significativa do poder imunogénico, quando comparado
a0 da anatoxina diftérica sem o adjuvante.

Ja em 1959, RELYVELD '* estudou a producido de anticorpos em
cavalos com e sem imunidade natural, utilizando como antigeno a anato-
xina diftérica purificada e adsorvida por fosfato de calcio.

Fundamentados nas pesquisas dos autores citados propode-se um estu-
do sobre a dinimica da anticorpogénese, bem como o seu comportamento
em cavalos soroprodutores, previamente selecionados pelo teste de Schick,
no decorrer de uma série de reimunizacoes com anatoxina diftérica nio

purificada adsorvida pelo alimen.

MATERIAL E METODOS

Antigeno — Foi preparado a partir do cultivo da estirpe de Coryne-
bacterium diphtheriae, Park Williams 8, variedade Toronto, em meio de
cultura F-2017. A toxina produzida, liberada nesse meio, foi separada da
massa bacteriana por meio de filtracio esterilizante em placas Seitz, tipo
EKS. A seguir foi destoxificada através da adicdo de formol na concen-
tracio final de 0,5% e incubada durante um periodo de 30 dias, a 37°C
em estufa bacteriologica.

A seguir, o antigeno foi diluido de forma a conter 40 Lf/ml. Para
cada cavalo foram utilizadas 750 ml de anatoxina diftérica fluida, seguida
de 2100 ml de anatoxina diftérica adsorvida com alimen de potéssio, na

concentracdo final de 0,5%.
Animais — Foram selecionados cavalos considerados higidos pelo

Servico de Veteriniria do Instituto Butantan, pesando aproximadamente
500 kg, separados em dois lotes de cinco animais cada, de acordo com o

resultado do teste de Schick.

Os animais permaneceram durante todo o periodo do experimento
na Fazenda Sio Joaquim deste Instituto, localizada no municipio de Séao
Roque no Estado de Sio Paulo.

Teste de Schick — Foi utilizada uma toxina diftérica preparada no
Instituto, conforme técnica recomendada pela Organizacio Mundial de
Satide 1%, O produto, diluido de tal forma A conter 1 D.M.M./cobaia, foi
inoculado, por via intradérmica, na regido correspondente & tdbua do
pescoco do cavalo previamente depilada, * 4 18

Apbs 48 horas, a reacdo que resultou na formagdo de um edema, foi
medida através de um paquimetro, comprimindo-se a regido testada entre

os dedos polegar e indicador.
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O teste fol considerado positivo quando, a diferenca entre a espes-
sura da derme medida antes do teste e, a provocada pela reacio foi igual
ou superior a 3 mm. KEsta ocorréncia indicou que o animal ndo apresen-
tou imunidade natural. Na auséncia do edema, o teste foi considerado
negativo, revelando, provavelmente, a presenca de antitoxina diftérica.

Toxina diftérica padrdo — A toxina padrio, utilizada para dosea-
mento do teor de antitoxina diftérica contida nas amostras de soro hipe-
rimune, procedentes das sangrias exploradoras, foi preparada no Insti-
tuto Butantan. A padronizacao foi realizada frente a4 antitoxina diftérica
padrao internacional.

Antitoxina diftérica padrdo — o soro padrao utilizado para a padro-
niza¢ao da toxina diftérica procedeu do “International Laboratories for
Biological Standards” do Statens Seruminstitut, Copenhagen, Denmark.

Esquema de imunizagdo — Os dois grupos de cavalos, tanto Schick
negativo como o Schick positivo, foram imunizados inicialmente por via
intramuscular, na regiio dorsal mediana, com anatoxina diftérica fluida
e em seguida com anatoxina diftérica adsorvida pelo alimen. O anti-
geno foi administrado em volumes crescentes. A primeira fase consumiu
28.900 Lf de imundgeno; a segunda, 42.200 Lf, perfazendo ao final de
oito semanas de imunizacio um total global de 71.800 Lf de toxina
diftérica. A freqiiéncia das inoculacdes e respectivos volumes respeita-
ram o esquema preconizado por OLIVEIRA °.

Em seguida, os animais permaneceram em repouso durante um
periodo minimo de 30 dias® Iniciou-se portanto a reimunizacio. Nesta
fase, cada um dos eqiiinos receberam um total de 40.000 Lf de anatoxina
adsorvida pelo alimen, também administrada em doses gradativamente
crescentes ?,

Na ultima semana de imunizacio foi executada uma sangria explo-
radora de cada cavalo a fim de se determinar o titulo de antitoxina dif-
térica circulante. De acordo com o resultado do doseamento, ou seja,
titulos iguais ou superiores a 500 Ul/ml, os animais foram sangrados na
proporcao de 4% do seu peso corporal, fracionados em trés vezes, com
intervalos de dois dias entre cada sangria.

Terminada a ultima operacéo, os eqiiinos permaneceram em repouso
durante um periodo minimo de 60 dias. Apés cada etapa de sangria e
repouso, repetiu-se o processo de reimunizacio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliadas sete sangrias exploradoras nos dois lotes de cinco
cavalos.

A primeira imunizacio denominamos imunizaciao de base, por consti-
tuir-se no primeiro contato dos animais com a anatoxina diftérica, inde-
pendente do fato de estes possuirem ou nio imunidade natural.
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O comportamento sorologico do lote Schick positivo estia delineado
na Tabela 1, onde observamos que a média dos titulos antitéxicos inicial
foi de 640 UI/ml. Este valor foi decrescendo até 280 UI/ml na sétima
Imunizacao.

TABELA 1

Niveis de antitoxina diftérica observados em lote de cavalos Schick positives, no
decurso de sete imunizacdes

Niveis de antitoxina diftérica em UI/ml

GE:’EI“ Hiperimunizacoes
1.2 2.5 3.2 4.2 5.2 6.2 !
980 400 500 400 400 300 200 200
322 800 400 600 500 600 600 500
433 1000 600 600 500 400 300 200
908 200 800 400 400 400 500 400
446 800 800 700 500 100 100 100
Médias 640 620 500 460 360 320 280

Os cavalos Schick negativos, por sua vez, responderam ao primeiro
estimulo com um titulo médio de 1.000 Ul/ml. Esta média foi declinando
no decorrer das hiperimunizacoes até 480 UI/ml. Na sexta estimulacio
houve uma elevacio para 680 Ul/ml, conservando-se nesse nivel até o
final do experimento, conforme indica a Tabela 2.

TABELA 2

Niveis de antitoxina diftérica observados em lote de cavalos Schick negativos, no
decurso de sete imunizacoes

Niveis de antitoxina diftérica em UI/ml

Ga;ﬂh Hiperimunizagoes
1.8 2.8 3.8 43 5.2 6.2 T2
413 1000 500 700 400 200 300 200
188 1400 1100 900 1100 900 1100 1000
684 1000 800 200 700 500 1000 1200
558 400 700 600 500 500 700 600
18 1200 600 600 T00 300 300 400
Médias 1000 740 710 680 480 680 680

O comportamento diferenciado de cada lote de animais, diante de cada
estimulo antigénico, no transcorrer das sete imunizacoes, estd represen-
tado na Figura 1.
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Fig. 1 — Dinimica da sintese de anticorpos.

A freqgiiéncia dos titulos individuais de antitoxina diftérica foi tam-
bém levantada e analisada na Tabela 3, pois, dentro da rotina do Instituto
Butantan, para producéio de soro antidiftérico, selecionam-se, para sangria,
apenas eqiiinos que apresentem titulos iguais ou superiores a 500 UI/ml.

TABELA 3

Freqiiéncia dos niveis individuais de antitoxina diftérica observados em cavalos
Shick positivos e negativos no decurso de sete imunizagoes.

Titulo Schick positivo Schick negativo
UI/ml n.° Yo n.? o

< 500 18 51,43 8 22,86

= 500 17 48,57 27 17,14
Total 35 100,00 36 100,00

Os valores individuais no grupﬂ Schick negativo iguais ou acima de
500 UI;’ml ocorreram em 77,14% enquanto que no outro grupo, a fre-
qiiéncia foi de 48,57%.
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O comportamento dos titulos diante do teste de Schick aqui descritos
corroboram os estudos de GLENNY ® e RAMON !, onde a presenca de
antitoxina diftérica, adquirida previamente de maneira natural, concorre
para a obtencido de niveis elevados de antitoxina ap6és a imunizacao com
anatoxina diftérica.

CELAREK e POREBSKI ? referiram, quando da primeira hiperimu-
nizacdo, titulos médios de 1.000 UI/m] e 250 UI/ml para o lote de cavalos
Schick negativo e Schick positivo, respectivamente.

Enquanto o primeiro valor revelou-se equivalente ao aqui descrito,
o segundo nivel antitoxico foi inferior 4 média obtida, nio somente na
primeira sangria (640 UI/ml), como também as subseqiientes (Tabela 1),
onde observamos 280 Ul/ml na ultima hiperimunizacéio.

Outrossim, considerando como viaveis para processamento em escala
industrial niveis séricos individuais iguais ou superiores a4 500 UI/ml,
verifica-se uma freqiiéncia destes titulos maior até a sétima e ualtima
hiperimunizacio no grupo Schick negativo, e até a quarta no Schik
positivo, divergindo dos achados de AMARAL?! que alcangou o valor
médio de 380 UI/ml na primeira imunizacio, preconizando nesta a san-
gria branca, pois os animais néo alcancavam os mesmos indices nos esti-
mulos subsequentes.

CONCLUSOES

Nas hiperimunizacoes sucessivas com anatoxina diftérica adsorvida
pelo alimen, a utilizacdo de animais Schick negativos proporciona titulos
mais elevados, confirmando os resultados verificados pela maioria da
literatura pertinente.

0O método de hiperimunizacio adotado permitiu o estudo da sintese
de anticorpos com o decorrer de seguidas etapas de imunizaciao objeti-
vando uma contribuicio a4 producio rotineira de soros.

Pretendeu-se delinear um quadro tutil, sob o ponto de vista opera-
cional visando orientar o setor de imunizacdo na selecio de eqiiinos pro-
dutores de antitoxina diftérica.

A rentabilidade dos animais foi maior ji que as reimunizacdes pro-
porcionaram titulos satisfatorios tanto nos cavalos Schick negativos como
Schick positivos para o processamento industrial.

ABSTRACT: Horses submitted to previous Schick test had
challenged seven times with ecrude diphteria anatoxin absorbed
by alumen to study antitoxin levels produced.

The frequency of individual antitoxin titres equal or higher than
500 UI/ml and the medium titre was superior in the Schick negative

group.

So, the yield of the animals for the antitoxin diphtheria production
in repetitive imunizations will be higher when Schick negative
horses are used.

KEYWORDS: Diphtheria anatoxin; diphtheria antitoxin; anti-
toxin production in horses; repetitive reimmunizations.

340



FURUTA, J. A.; LIBERMAN, C.; OLIVEIRA, E. P. T.; LEINZ, F. F.; [IZUKA, H. & ROLIM, R.

Relagdes entre o emprego de anatoxina diftérica bruta e o teste de Schick em cavalos hiperimunizados,
Mem. Inst. Butantan, 44/45:3356-341, 1880/81.

10.

11.

12,

13.

14.

15.

16.

17.

18.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AMARAL, J.P. O emprego de lanolina na imunizagio de cavalos para pro-
duciio de antitoxina diftérica. Mem. Inst. Butantan, 12:259-264, 1938/1939.

BARR, M. & GLENNY, A.T. Some practical applications of immunological
principles. J. Hyg. (Lond), 44:135-142, 1945,

CELAREK, J. & POREBSKY, W. Reaction de Schick appliquée a la pro-
duction des sérum chez les chevaux. C.R. Soc. Biol. (Paris), 99:1017-1018,
1928.

GIRARD, O. Preparation du sérum antidiphthérique. Maroc. Med., 42:
367-372, 1963.

GLENNY, A.T. Diphteria antitoxin in the blood of normal horses. J. Path.
Bact., 28:241-250, 1925.

GLENNY, A.T.; POPE, C.G.; WADDINGTON, H. & WALLACE, U. Im-
munological notes. Note XXIII: The antigenic value of toxoid precipitated
by potassium alumen. J. Path. Bact., 29:38-39, 1926.

GLENNY, A.T. & SUDMERSEN, H.J. Notes on the production of immunity
to diphtheria toxin. J. Hyg. (Lond), 20:176-220, 1921.

HITCHENS, A.P. & TINGLEY, E.K. The selection of horses for production
of diphtheria antitoxin by an intrapalpebral toxin test. J. Immunil.,, 2:
395-397, 1917.

OLIVEIRA, E.P.T. Estudo sobre a preparagiao do soro antibotulinico tipo A.
Mem. Inst. Butantan, 3§6:1-40, 1942,

RAMON, G. Essais sur l'immunité antitoxique. De l'aptitude des animaux
a la production des antitoxines. C. R. Soe. Biol. (Paris), 100:485-487,
1929,

RAMON, G. Floculation dans un mélange neutre de toxine-antitoxine diphthé-
riques. C. R. Soc. Biol. (Paris), 86:661, 1922,

RELYVELD, E.H. Toxzine et antitoxine diphthériques. Etude immunologique.
Paris, Herman, 1959.

SCHICK, B. Kutanreaktion bei Impfung mit Diphterietoxin. Miinch. Med.
Wschr., 55:504, 1908,

SCHOENING, H.W. The presence of diphtheria antitoxin in the blood of
certain normal horses and its demonstration by the Schick test. J. Am.
vet. med. Ass., 61:286-294, 1922,

SORDELLI, A. Preparation riapide des sérum antidiphtériques de haute valeur.
C. R. Soec. Biol, (Paris), 85:314-315, 1921.

U. S. Public Health Service. Minimum Requirements: Diphtheria toxin for
Schick test. Bethesda, M.D. National Institutes of Health, 1948.

WADSWORTH, A.B. Standard Methods of the Division of Laboratories and
Research of New York State Department of Health. 3.* ed. Baltimore,
Williams & Wilkins, 1947. p. 624.

ZINGHER, A. Practical applications and uses of the Schick test. Jour. Lab.
clin. Med., 6(3) :117-123, 1920,

341



_.1“""&# .«ll;ln—lnaq"'; h:r’,'r .=

e I_'_-.__. O A 4

un’:-—'-:;:*'-._-'.,-' e S

Jﬁh 1_ ‘ﬁ{{ii"—‘ﬁ

&

"!&‘Lﬁ‘- :ah-i‘n—ﬂ} -i ,q:;*.'r _ it

-n.._l,,f; ‘ | Wi '-1- i f._l.-r'...t S el o STECS L2 ]
SIEPAR RO A S s ST N TR AN P . -H'" o TR
ol 'r"*‘ﬂ""ﬁ“{‘“'{?'?‘ Fagrengandi 1)) .'*'-'_',:,' 4% .i 5

5 Rl g T I ERE L. A 4
o N R 20 ,:‘i"':_tf_t":.;_-.é.e *i-'-.v Fi?t_t. "' r .!= “‘r"f. éIJﬂ .
ﬁ - l'li'wmﬁ"f -l-'-{i'y" i SR =-'l e 1-1.;*,..; --'. L AR W ‘;——‘ :n.-t."i
ir:!m:ﬁ_ﬁ n‘hn.’r‘lﬁ ﬁrﬁ,"—ﬂ' ____a s - mq,}wl . Lok
: y o ; "“I-' ..‘r' j.‘ s "-. -|‘Iih .- e .. Nm:{m” .1'
.n Jﬂ e

R

pda e d_.- :!h::ils:-ﬂ rl,'r-l:r | "4-’?4

|..|-.f Lo A '-r" l'I‘! .|,|f' ".‘-:H"'

ﬂi wﬂ-q @M
sballl - TR AR
_ m& Jnﬂ, P

mfm ) Hﬁi’ﬁ‘ﬁ: k4
nb ‘nofizu iy

. b
A-..r.h*._' a

g ‘-.m.idim-- :
“"‘rﬁ'»_:h dl*:""" _E’ g‘r ‘!i g '.;l "
Bondin, o byt
e 15 f_,‘nr,‘r -a-.- n aa;:-t}-_v.t: b
."m._..l.*-lﬂ"l.g.a,r# 3 "
el ¥ ""h‘h.i-.n.n-* *'h:pu _
q‘” ,.-F"‘"jr :.12 "-"-‘i "'["rﬂ.'._.—. prieiag .. e . -,. .' ; s Tk g

”t W'.‘E.E.'F“ - H w.*ﬂ-dwjﬁ 1_”;#. ,,.. 3 - Y

-."' Y T L T a_
3 R A R DUER O PO OninG
E}'ﬂ'ﬁfn- g1

‘*pww mt‘m Eh:ﬂ 3

o e —

e

e [T L PR i'h':-.-l T



