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Eficacia devacinascomer ciaiscontraclostridiosesfrente ao desafio com Clostridium
sordellii

Efficacy of commercial vaccinestoclostridiosis challenged with Clostridium sordellii
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RESUMO

Determinou-se a eficacia de doze vacinas contra
clostridioses comercializadas no Brasil que contém em sua
composicéo Clostridium sordellii, pelo método de desafio em
cobaias imunizadas. Como referéncia dos testes, empregou-
se uma bacterina monovalente padrdo. Duas vacinas
(16,6%), codificadas como T6 e T8, apresentaram resultado
igual a bacterina padrao, protegendo todos os animais
desafiados. Uma vacina (8,3%), codificada como T10, nao
atendeu aos requisitos minimos exigidos no primeiro teste,
mas apos o reteste foi considerada eficiente. As demais vacinas
(75%), codificadas como T1, T2, T3, T4, T5, T7, T9, T1l e
T12, nao foram eficientes.
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ABSTRACT

Twelve commercial vaccines against clostridiosis
commercialized in Brazil which have in their composition
Clostridium sordellii were evaluated for efficacy. A standard
monovalent bacterin was used as a reference test. Two of the
tested vaccines (16.6%), codified as T6 and T8, gave the
same results as the standard bacterin, protecting all the
challenged animals. One vaccine (8.3%), codified as T10,
after being retested was considered efficient. The remaining
vaccines (75%), codified as T1, T2, T3, T4, T5, T7, T9, T11
and T12, were considered inefficient.
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INTRODUCAO

A ocorrénciade enfermidades causadas por
Clostridium sordellii tem sido relatada em vérios

paises, acometendo principalmente ovinos com
quadros de morte stbita(RICHARDS & HUNT, 1982;
LEWIS & NAYLOR, 1998). C. sordellii tem sido
isolado de casos de gangrena gasosa tanto no homem
como nosanimais (BUXTON & FRASER, 1977). No
Brasil, ndo ha dados oficiais de ocorréncia deste
agente, pois, apesar do nimero de focos e de animais
afetados por clostridioses ser elevado, a maior parte
dos diagndsticos é baseada apenas em dados clinicos
e/ou lesBes de necropsia.

Nas clostridioses, pelo cardter agudo e
dificuldade de tratamentos eficazes, medidas
preventivas devem ser adotadas, sendo a utilizago de
vacinasaprincipa estratégiaaser empregada. No Brasi|,
em 2000, foram produzidas 129.969.577 dosesdevacinas
contra clostridioses, sendo que, aproximadamente, 78
milhdes foram de vacinas polivalentes com diferentes
associagBesentre C. sorddlii, C. chauvoei, C. septicum,
C. nowyi, C. perfringens B, C e D, C. tetani e C.
botulinum C e D (R. D. Neves, comunicacdo pessoal,
LARA/RS, 2001). Entretanto, apenas C. chauvoe e
toxdide botul inico sdo submetidos acontrole oficial .

Este trabalho teve por objetivo avaliar a
eficacia de vacinas polivalentes contra clostridioses
comercializadas no Brasil que contém em sua
composicao C. sordellii.

MATERIAL E METODOS

Foram testadas 12 vacinas polivalentes
comerciaizadasno Brasil contendo em suacomposicdo
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C. sordellii, codificadasde T, aT., ecomoreferéncia
utilizou-se umabacterinamonoval ente padréo (1 PR 308)
adquiridado United States Department of Agriculture
(USDA), Animal and Plant Health | nspection Service.

Para obtencdo da suspensdo de esporos
utilizada nos testes, foi utilizada uma amostra de C.
sordellii (ATCC-9714) proveniente daAmerican Type
Culture Colletion (Rockville, Maryland, USA). A
amostra teve sua identidade confirmada pela técnica
deimunofluorescénciadireta, usando conjugado anti-
C. sordellii conformeASSISet a. (2001). Naprodugdo
de esporos, foi empregada a técnica descrita por
KOLBE et a. (1981). Previamente a titulagéo da
suspensdo de esporos, avaliou-se a pureza damesma
por meio de cultivo em caldo Tioglicolato (Dignolab,
Barcelona, Espanha), em atmosferas de anaerobiose e
aerobiose, a 37°C, e posterior coloragdo de Gram. A
titulagcdo da suspenséo glicerinada de esporos foi
realizadautilizando-se dilui ¢des decimais em solugdo
salina estéril tamponada a 1%, pH 7,0. A dose letal a
50% - DL, (menor quantidade de esporos capaz de
matar 50% dos animais inoculados em até 72 horas
aposainoculagdo) foi cal culadapelo método de REED
& MUENCH (1938). Para cada diluicdo, foram
inocul adas cinco cobaias, cadaumacom 0,5mL (0,25mL
decadadiluicdo e0,25mL decloreto decélcio (CaCl,)
a 5%), por via intramuscular. Os animais foram
observados por 72 horas. Cada titulagéo foi repetida
trés vezes e os resultados dos trés testes foram
acumulados para efeito de célculo da DLs,. As
suspensdes de esporos foram mantidas a -70°C e
retestadas apos 12 meses.

A técnica utilizada para avaliagdo das
vacinas foi a recomendada pelo Code of Federal
Regulations-CFR (EUA, 1991). A avaliacdo dapoténcia
dos imundégenos foi feita pela imunizacdo de oito
cobai as para cada vacina com 1/5 da dose bovina por
via subcuténea. Vinte e um dias apds a primo-
vacinagdo foi dada uma dose de reforco. Aos 14 dias
ap6s a segunda dose, todos o0s animais vacinados e
um grupo de cinco animais controle (testemunhas)
receberam, por via intramuscular, 0,5mL de uma
suspensdo de esporos de C. sordellii contendo 100
DLs,em CaCl,a 2,5%. As cobaias inoculadas foram
observadas por 72 horas, registrando-se as mortes
ocorridas no periodo. A provafoi considerada vélida
guando no minimo quatro das cinco testemunhas ndo
sobreviveram. Para ser considerada eficaz a vacina
deveria satisfazer aum dos seguintes critérios (EUA,
1991): proteger no minimo sete de oito animais
vacinados em um desafio ou proteger no minimo doze
de dezesseis animai s vacinados em dois desafios, caso
apenas seis animais sobrevivam ao primeiro desafio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de pureza da suspensédo de
€sporos, ocorreu crescimento somente em condigdes
de anaerobiose. A partir de esfregacos deste cultivo
corados pelo Gram, foram visualizados apenas
bastonetes Gram-positivos, esporulados em sua
maioria.

A producdo de esporos no meio descrito
por KOLBE et al. (1981) apresentou resultado
satisfatério, confirmado por técnica de coloracdo
(BIER, 1985), com presenca macica de esporos sub-
terminais. O grande crescimento nasuperficiedo meio,
provavelmente, foi favorecido pelo fato de o mesmo
ter sido preparado em frascos tipo erlenmeyer de
gargalo com didmetro estreito, que apos o ciclo de
esterilizacdo com descompresséo répida, foi
imediatamente acondicionado em jarras de anaerobiose
com mistura gasosa até o momento da inocul ag&o.

A médiado titulo da suspensdo de esporos
para a primeira titulagéo foi 1,14 x 10° DLsy mL™,
apresentando desvio padrdo de 0,075 e um coeficiente
de variacdo da amostra de 1,4%. A suspensdo de
esporos glicerinada mantida a —70°C mostrou-se
estavel por um periodo de 12 meses, apresentando
titulos semelhantes aos obtidos previamente (Tabela
1). Os resultados da poténcia dos imundgenos
comerciais e dabacterinareferéncia sdo apresentados
natabela 2.

Dos imundgenos comerciais avaliados,
apenas trés vacinas atenderam aos requisitos para
aprovacdo no teste de poténcia. As vacinas Te € Tsg
apresentaram resultados iguais a bacterina
monovalente de referéncia, protegendo todos os
animais desafiados. A vacina Ty, hdo atendeu aos
requisitos paraser consideradaeficaz no primeiroteste,
entretanto, ao ser retestada, o acumulado de 6bitos
ndo foi maior que quatro, sendo portanto considerada
eficiente (EUA, 1991).

O teste de poténcia empregado neste
experimento mostrou-se prético edefécil execucdo. A
utilizag8o de bacterinamonoval ente dereferénciacomo
aternativa para o controle das respostas induzidas

Tabela 1 — Comparativo de resultados obtidos nas titulagtes da
suspensdo de esporos redlizadas no intervalo de 12

meses.
Repeticoes 1° titulagiio 2% titulagdo
Média 1,14x10°DLsymL 1,13 x 10°DLsy/mL
Desvio padréo 0,075 0,075

cVv 1,4% 1,4%
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Tabela 2- Resultado do teste de poténcia de vacinas polivalentes
produzidas e comerciaizadas no Brasil, que continham
em sua composi¢ao Clostridium sordellii.

VACINA TESTE* REPETIQAO
Ty 0/8

T 0/8

Ts 0/8

Ts 0/8

Ts 0/8

Te 8/8

T, 0/8

Ts 8/8

To 0/8

Tiwo 6/8 6/8
Tn 0/8

T 0/8
bacterinareferéncia 8/8

testemunhas 0/5

*cobaias protegidas/cobaias inoculadas

pelasvacinas comerciaisfoi importante paraconfirmar
as doses testes empregadas, demonstrando ser uma
medida recomendada quando n&o se conhece o perfil
de qualidade dos imundgenos que estdo sendo
testados.

Os resultados encontrados neste
experimento, nos quais apenas trés das 12 vacinas
comercializadas no pais mostraram-se eficientes,
demonstram a baixa imunogenicidade desses
imunobiol dgicos. Resultados semelhantes aos deste
trabalho foram obtidos por outros pesquisadores ao
testarem vacinas clostridiais comercializadas no pais.
LOBATO (1989), ao avaliar asvacinas antibotul inicas,
constatou que nenhum dos produtos testados foi
eficiente para estimular resposta imunoldgica
adequada nos animais vacinados; AZEVEDO et al.
(1998), ao avaliarem aeficiénciadetoxdides contraC.
perfringenstipo C e D, constataram que nenhum dos
produtostestadosfoi capaz deinduzir niveis minimos
de anticorpos neutralizantes. LOBATO et a. (2000),
ao avaliarem seistoxdidescontraC. perfringens tipo
C eD, verificaram que somente doisforam capazesde
induzir niveis de anticorpos compativeis com 0s
exigidos no teste de poténcia.

As vacinas polivalentes contra
clostridioses produzidas no Brasil contém de cinco a
11 antigenos, sendo que apenas C. chauvoei e o
toxdide botulinico sdo testados oficialmente quanto a
esterilidade, inocuidade e poténciapelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
ficando os demaisantigenosacritério doslaboratérios
produtores.

Apesar da inexisténcia no Brasil de
diagnostico confirmatério da ocorréncia de
enfermidadesem animaispelo C. sordellii, asvacinas
contra clostridioses com multiplos antigenos vém
sendo produzidas em larga escala, entretanto para o
uso destas, deve-se considerar a prevaléncia da
doenga, o custo-beneficio, bem como a comprovacéo
de sua eficiéncia, premissas ndo consideradas na
elaboracdo destes produtos no pais; sendo portanto
necess&rio um diagnéstico real da situacdo dessas
enfermidades aliado aimplementagdo de um controle
pelo MAPA dos antigenos ndo avaliados oficialmente.

CONCLUSAO

As vacinas contra clostridioses
comercializadas no Brasil que contém em sua
composi¢éo C. sordellii mostraram-se, em suamaioria,
ineficienteseminduzir protecéo aos animaisvacinados.
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