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Os autores j a z e m  u m  estudo comparat ivo da imunização ant i te tân ica  em  
um grupo de crianças, ut i l i zando toxóide f luido contendo 20 L f / c m 3  e toxóide  
precipi tado pelo a lúmen  contendo 2 L f , c m 3 .  O esquema uti l izado foi de 3 d o ­
ses com intervalos de 21 dias entre cada dose, aplicando  o toxóide f luido na 
dose de 1 em3 em  u m  grupo de crianças; 0,5 cm3 em outro grupo e em um  
terceiro grupo o toxóide tetánico precipi tado pelo a lúmen  na dose de 1 cm3.  
Foram realizadas dosagens de ant i tox inas  no 7" e 21" dia após cada aplicação 
dos toxóides . Os autores obt i veram níveis protetores em todos os casos após a 
.?/' dose com ambos  os tcxóides.  Com o toxóide t etánico precipi tado pelo alú­
men  observaram que os níveis protetores surgi ram já com a 2.a dose. enquan to  
que com o toxóide f luido houve necessidade da 3.a dose para serem atingidos  
níveis protetores na total idade dos casos. A t i tu lagem realizada após a 3.a 
dcse não mostrou diferenças signi ficat ivas entre os títulos obtidos com 2 Lf  do 
toxóide precipi tado e os obtidos com 20 Lf  do toxóide fluido, sendo porém,  al ­
cançados níveis menores  com a dose de 10 L f  do toxóide f luido.  Não observa­
ram para efeitos graves com n e n h u m  dos toxóides, sendo referido, contudo,  m a ­
nifestações dolorosas no local da aplicação do toxóide precipitado.

INTRODUÇÃO

O té ta n o  co n stitu i um  dos m ais graves 
p rob lem as de Saúde Pública no Brasil, 
ap resen tan d o  altos índices de m orb idade e 
m orta lidade (6, 15, 32, 36). P a rad o x a lm en ­
te, não  ex iste  em  nosso P a ís  um a lei que 
torne com pulsória a vacinação  a n tite tã n i-  
ca, com o que se ev ita ria  o g rande  n ú m e­
ro de vidas perd idas e o elevado custo  do 
tra ta m e n to  dos p ac ien te s. A vacinação  a n ­
tite tâ n ic a  é u tilizad a  reg u la rm e n te  em  v á ­
rios países, en tre  os quais a F ran ça , B u lgá­
ria, H ungria , E stados Unidos, A lem anha, 
Polônia (37i e, g raças  a esta  m edida de 
Saúde Pública, o núm ero  de casos clínicos

de té tan o  d im inuiu  considerave lm en te n es­
tes paises. Como exem plo do que a f irm a ­
mos, lem braríam os que nos Estados Unidos, 
em  1965 e 1966, fo ram  no tificados 535 casos 
de té tan o  em todo país (14); n a  F ran ça , 
em 1966, fo ram  declarados 430 casos (24), 
enq u an to  que em  1966, som ente em um  dos 
hosp ita is  especializados do Rio de Jane iro , 
GB, fo ram  in te rn ad o s  564 te tân ico s <12> e 
no E stado do Rio de Jan e iro  fo ram  n o tif i­
cados 454 casos (1), êste ú ltim o dado, por 
certo, m uito  aquém  da realidade, levando- 
se em co n ta  que a no tificação  de té ta n o  em 
nosso P a ís  é, geralm ente , p recá ria .

A im unização a tiva  é reconhecidam ente  
o m étodo m ais eficaz n a  prevenção do té-

T ra b a lh o  do I n s t i t u t o  Vita l  Brazil  e d a  C l ín ica  de  Doenças. In fecc iosas  e P a r a s i t á r i a s  d a  F a c u ld a d e  de M ed ic ina  d a  U n iv e rs id ad e  F ed e ra l  F lu m in e n s e .  L au re ad o  com M en cão  H o n ro s a  no  j u lg a m e n t o  do P rê m io  ABIF.
D i re to r  C ien t í f ico  do I n s t i t u t o  Vita l  Brazil ,
Professor  A ss is ten te  d a  D isc ip l ina  de  D oenças  In fecc iosas  e P a r a s i t a r i a s  d a  Fac. de M e d ic in a  d a  U n iv e rs id ad e  F ed e ra l  F lu m in e n s e .
Chefe  da  Divisão de  I m u n o lo g i a  e Sorolouia Im s t i t iu o  Vital  Brazil .R eceb ido  p a ra  p u b l ic a çã o  em 3/3/70.



230 Ksv. Scc. B ras. Med. Trop. Vcl. IV — N.° 4

t-ano, sendo ao m esm o tem po de baixo custo 
e efeitos co la te ra is  m ín im os. A p ro filax ia  
rea lizada  a trav és  da ap licação  do sôro an - 
tite tâ n ic o  em  pac ien tes  trau m atizad o s  pocl? 
fa lh a r  (5, 20, 23, 28, 35), exp licando-se a 
fa lh a  pelas doses insu ficien tes, pela ráp id a  
elim inação  das an tito x in as  em  pessoas a n ­
te rio rm en te  im un izadas passivam en te  ou 
pela  p e rm an ên c ia  do bacilo te tân ico  no fo ­
co de infecção por tem po superior ao da 
circu lação  dos an tico rpos passivos. T a m ­
bém o uso de an tib ió ticos é, com c e rta  f re ­
qüência , ineficaz, devido ao em prêgo de do­
ses e tem po de ad m in istração  inadequados, 
à p resen ça  de bacilos p r im ariam en te  res is­
ten te s  ao an tib ió tico  ou à  p resença  de es- 
tafilococos p rodu to res  de pen ic ilinase  no 
foco de infecção  (26, 38). O uso in a d e q u a ­
do de an tib ió ticos, p a rtic u la rm e n te  a  p en i- 
c ilin a -b en za tin a , p a ra  a p ro filax ia  do té ­
ta n o  tem  sido, m esm o, cau sa  de vários c a ­
sos da doença que p u d e ram  ser observados 
por u m  de nós (31). Os elem entos m ais im ­
p o rta n te s  no a ten d im en to  de pac ien tes 
traumati zados  n ão  im unizados são, sem  d ú ­
vida, o cuidado  adequado aos ferim en tos 
a trav és  do p erfe ito  deb ridam en to  com a r e ­
t ir a d a  de corpos e s tran h o s  e de tecidos des- 
v ita lizados; os cuidados p rim ário s  de h i­
g iene e assepsia  aos atos cirúrgicos; a  a s ­
s istência  ad eq u ad a  aos a tos obstétricos e 
ao recém -nascido  após o p a rto . E n tre ta n ­
to, e s ta  ass is tênc ia  aos trau m a tizad o s  e r e ­
cém -nascidos, com  freqüência, não  é valo ­
rizada, se ja  por ig n o rân c ia  da população  
ou por fa lh a  dos órgãos de assistência  m é­
d ica .

Nos inúm eros trab a lh o s  publicados sôbre 
o p rob lem a da  p ro filax ia  do té tan o , é ponto  
de v is ta  u n ân im e  que o uso do toxóide te ­
tân ico  n as  populações é o meio m ais segu­
ro p a ra  p revenção  da doença. Desde 1892 
se conhecem  as p rop riedades v ac in an te s  da 
to x in a  te tâ n ic a  t r a ta d a  pelo tric lo re to  de 
iôdo e, m ais ta rd e , pelo form ol (2 ). O to ­
xóide a tu a lm e n te  em uso é obtido por ação 
do form ol sôbre a  tox in a  do C. tetani ,  r e ­
su ltan d o  u m a solução im u n iz an te  a tóx ica  
conhecida  como toxóide fluido, expressão 
em preg ad a  n a  l i te ra tu ra  m u n d ia l p a ra  di- 
fe renc iá -lo  do toxóide te tân ico  p recip itado  
por ad ju v an te s  m inerais , onde e n c o n tra ­
m os n a  fase só lida as su b s tân c ias  an tig ên i- 
cas. O toxóide fluido pode ser adsorvido em  
com postos de alum ín io  com  o h idróxido, o 
fosfato , o su lfa to  de alum ín io  e potássio

(alum e) e o u tra s  su bstân c ias  que agem  co­
mo ' ‘a d ju v a n te s”, au m e n tan d o  a po tência  
an tig ên ica  e sendo usadas p a ra  a u m e n ta r  e 
p ro longar a  im un idade (20). D êstes a d ju ­
vantes, o m ais u tilizado é o a lum e. Ambos 
os toxóides (fluido e p recip itado  pelo a lu ­
me) são u tilizados n a  p ro filax ia  do té tan o  
produzindo títu lo s  de an tico rpos superiores 
a 0,01 U /m l após a im unização básica, con­
siderando -se  o títu lo  de 0.01 U. m l o lim iar 
de p ro teção  (3, 5, 8, 29) .

No B rasil e em  vários países o toxóide 
c o rren tem en te  u tilizado é o p recip itado  p e ­
lo a lum e. R ecen tem en te  o In s titu to  V ital 
B razil iniciou a produção  do toxóide te tâ n i ­
co fluido pu rificado  e con tendo  20 Lf por 
cm3, o qual em  experiências an im ais m os­
tro u  elevado poder im u n izan te . A fim  de 
te s ta r  o valor p ro filá tico  dêste  toxóide e 
an a lisa r , co m p ara tiv am en te  ao toxóide p re ­
c ip itado  pelo alum e, os níveis de a n tito x i­
n as  no hom em , realizam os a  vacinação  de 
40 c rian ças  h íg idas, n ão  ap resen tan d o  fe ­
rim en to s  ou ou tros focos a p a ren te s  su je i­
tos à infecção te tâ n ic a .
MATERIAL E MÉTODOS

Foi rea lizad a  a  im unização  de 40 c r ia n ­
ças in te rn a d a s  em  u m a in stitu ição  de N i­
teró i, R J, u tilizan do -se  3 esquem as de va­
c in ação . Em  um  grupo de c rian ças  ap licou- 
se o toxóide te tân ico  flu ido n a  dose de 0,5 
cm3 por via in tra m u sc u la r  em  3 doses com  
in te rv a lo s  de 21 dias; o m esm o toxóide foi 
u tilizado  em  ou tro  grupo, em pregando-se, 
porém , a  dose de 1 cm3; em  u m  terceiro  
grupo usou-se o toxóide te tân ico  p re c ip ita ­
do pelo alum e n a  dose de 1 cm3, seguindo o 
m esm o esquem a. T ôdas as c rian ças  e ram  
do sexo fem in ino , com  idade variável e n ­
tre  4 e 14 an o s. P rocedeu-se  a  dosagem  de 
a n tito x in a s  c ircu lan tes  a n te s  da  ap licação  
das vacinas e no 7.° e 21.° d ia  após a  ap li­
cação de cad a  dose. Ao fin a l da  vacinação  
realizam os a  titu lagem  de an tico rp o s no 21.° 
d ia  após a  3.a dose, dosando-se títu lo s  de 
0,1; 0,5 e 1 U /cm 3. Em  7 c rian ças  n ão  p ro s­
seguim os a  vacinação  po r a p re sen ta rem  t í ­
tu los de an tico rpos c ircu lan tes  superiores a 
0,01 U /cm 3 p rèv iam en te . As vacinas fo ram  
ap licadas por v ia in tram u scu la r , u tiliz an - 
do-se o deltó ide como local de ap licação . A 
co lhe ita  de sangue p a ra  as dosagens foi 
b asead a  n a  técn ica  d esc rita  por C oura e 
col. (4) a qual m odificam os a  fim  de s im ­
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p lificar a in d a  m ais o m étodo . U tilizam os 
som ente agu lhas esterilizadas, com o que 
fizem os punção  venosa após lim peza da p e ­
le, co lhendo-se o sangue d ire ta m en te  em  
vidros próprios, d ispensando-se  a  necessi­
dade de seringas n a  m aio ria  dos casos.

As dosagens de an tito x in as  nos sôros fo ­
ra m  rea lizadas no In s ti tu to  V ital Brazil, 
não sendo do conhecim ento  dos técnicos a 
p rocedência do m a te ria l . A técn ica  u tiliz a ­
d a  n a s  dosagens obedeceu ao m étodo des­
crito  n a  padron ização  de a n tito x in as  te tâ -  
n icas (22), sendo o “L im ens M ortis” d a  to ­
x in a  estabelecido em  relação  a 0,01 u da 
an tito x in a  p ad rão  da  O.M.S. A v erifica­
ção d esta  prova biológica foi fe ita  em ca- 
m undongos, pesando  18 a 20 g, observados 
d u ra n te  120 h o ras .

Os toxóides em pregados fo ram  cedidos 
pelo In s ti tu to  V ital B razil, sendo utilizado 
o toxóide te tân ico  p recip itado  pelo a lúm en 
contendo  2 L f/cm 3 e o toxóide te tân ico  flu i­
do a lta m e n te  purificado , ensaiado  e p ad ro ­
nizado por êste In s titu to , con tendo  20 Lf. 
cm3.

RESULTADOS

Os resu ltad o s estão  sum arizados nos q u a ­
dros 1, 2 e 3. No quadro  I observam os a 
resposta  im unológica à ap licação  do to ­
xóide flu ido n a  dose de 0,5 cm3 po r via
I .M . em  13 casos, todos a p re sen tan d o  t í tu ­
los de an tito x in as  in ferio res a 0,01 U/cm.3 
a n te s  d a  ap licação da  v ac in a . N otam os que 
ao ser rea lizad a  a  dosagem  7 d ias após a 
p rim e ira  dose de vacina, obtivem os níveis 
de an ticorpos superiores a  0,01 U /cm 3 em 
3 casos (casos 3, 7 e 8) e títu los  iguais a 
0,01 U /cm 3 em  2 casos (casos 6 e 10). P ro ­
curam os verificar, ju n to  aos responsáveis 
destas c rian ças  sôbre a im unização prév ia 
realizada e apu ram os que o caso 3 h av ia  s i­
do vacinado  com 3 doses de vacina  tríp lice  
h á  9 anos, não  recebendo doses de reforço 
posteriores; os casos 8 e 10 h a v ia m  recebi­
dos 1 dose do toxóide te tân ico  resp ec tiva ­
m ente  h á  1 e 3 anos a trá s ;  os casos 6 e 7, 
segundo in form ação  das m ães, n u n c a  t i ­
n h am  sido vacinados co n tra  o té ta n o . As 
dem ais c rian ças  não  ap re se n ta ra m  títu los 
sign ificativos de p ro teção  n as  dosagens fe i­
tas no 7.° e 21.° d ia  da p rim eira  dose de 
toxóide. As dosagens realizadas 7 d ias após 
a segunda  ap licação da vacina, revelaram

que além  dos 5 casos ja relatados,  existiam  
níveis de an ticorpos prote tores  em 2 novas 
crianças, casos 9 e 13. os quais segundo 
in form ação  dos responsáveis não  hav iam  si­
do im unizados p rè v ia m e n te . As dosagens 
no 21.° d ia  da  segunda dose m o s tra ram  t í ­
tulos p ro te to res  em  um  nôvo caso (n.° 3). 
As dosagens após a te rce ira  dose m o s tra ­
ra m  títu lo s  superiores a 0,01 U/'cm3 em  to ­
dos os casos e no  21." d ia  fizem os a  titu la -  
gem  observando-se que, em 11 casos, os t í ­
tu los fo ram  superiores a 0,01 U /cm 3, sendo 
m esm o superiores a 0,5 U .cm 3 em  10 casos.

No quadro  n.° 2 re lacionam os a  resposta  
im unológica à ap licação do toxóide te tân ico  
flu ido n a  dose de 1 cm3 por via I .M . em  9 
indivíduos, todos com títu lo s  de a n tito x i­
n as  in feriores a  0,01 U /cm 3 a n te s  da vaci 
n ação . O bservam os que 7 d ias após a ap li­
cação d a  p rim e ira  dose su rg iram  a n tic o r­
pos p ro te to res  em 1 dos casos cu jo  resp o n ­
sável não  re fe ria  vacinação  prév ia , en q u a n ­
to  os dem ais não  a p re se n ta ra m  níveis de 
an tito x in as  m esm o após 21 d ias  df' l .a do­
se. Sete  d ias após a ap licação  da  2.R dose
realizam os dosagens som ente em  5 casos 
tendo  hav ido  d ificu ldades técn icas  nos de­
m ais, porém  no 21.° d ia  observam os que 
em  6 o u tra s  c rian ças  su rg iram  níveis iguais 
ou superiores a  0,01 U /m l restan d o  som ente 
2 casos onde não  h av ia  títu lo s  eficazes, o 
que ocorreu  após a 3.a dose do toxóide, 
quando obtivem os títu lo s  em  todos os ca ­
sos em 7 dias. P o r fim  as titu lag en s  re a li­
zadas 21 dias após m o s tra ram  títu lo s  iguais 
ou superiores a 0,5 U /cm 3 em  8 casos.

No quadro  n .° 3 verificam os os re su lta ­
dos com o uso do toxóide te tân ico  p rec ip i­
tad o  pelo a lúm en  n a  dose de 1 cm 3. I .M . 
em  10 c rian ças  que ap resen tav am  títu los 
in ferio res a 0,01 U /cm 3 an tes  da  v ac in a ­
ção. No 7.1’ d ia da l .a aplicação, observa­
mos que h av ia  títu lo s  sign ificativos de im u ­
n idade  em  3 casos, possivelm ente já  im u ­
nizados p rèv iam en te  com vacina  tríp lice . 
No 21.° d ia  no tam os títu lo s  p ro te to res  em 
u m  nôvo caso, t ra ta n d o -se  de c rian ça  que 
n ão  h a v ia  sido v ac in ad a  an te s . As dosa­
gens fe itas  7 d ias após a 2.a dose m o s tra ­
ra m  títu los  eficazes em  2 novos casos e ao 
fim  de 21 d ia todos ap re se n ta ra m  níveis de 
an tito x in as  superiores ao nível m ínim o co n ­
siderado . Após a 3.a dose realizam os t i tu ­
lagens ao fim  de 21 d ias ob tendo-se resu l-



Q U A D R O  I
T O X Ó I D E  T E T Á N I C O  F L U I D O

0.5 cm3 em 3 doses cnm 21 d ias de in tervalo
DOSAGEM DE ANTITOXINAS (U /m l)

IDENTIFICA- A ntes d a  7.° d ia  da 21.° d ia  da ' 7.° d ia  da  21.° d ia  d a  7.° d ia  d a  21.° d ia  daCÃO V acinação l .a dose l.a dose 2 a dose 2.a dose 3 a dose 3 a dose

1 —  M . A . P .  <  0,01 <  0,01 < 0 , 0 1  — < 0 . 0 1  » 0,01 >  0,01
< 0,1

2 — S .M .S . <  0,01 <  0,01 <  0,01 <  0,01 =  0,01 0,01 =  0,5

3 — R .M .F . <  0,01 > 0,01 >  0,01 0,01 >  0,01 > 0,01 >  1

4 — A .M .N . < 0 ,0 1  < 0 ,0 1  < 0  01 < 0 ,0 1  < 0 ,0 1  > 0 ,0 1  > 0 ,5
<  1

5 — R . C . < 0 ,0 1  < 0  01  - < 0 ,0 1  < 0 ,0 1  > 0 ,0 1  > 0 ,5<  1
6 — S .R .Q . < 0,01 — 0 01 - 0  01 0,01 — — >  0,5<  1
7 — S .S .M . <  0,01 >  0,01 >  0,01 > 0,01 >  0,01 — > 1

8 — Y .D .B . ; < 0 ,0 1  > 0 ,0 1  > 0 ,0 1  > 0 ,0 1  > 0 ,0 1  — > 1

9 — A .R .C . < 0 ,0 1  < 0 ,0 1  < 0 ,01  > 0 ,0 1  > 0 ,0 1  > 0 ,0 1  > 0 ,5<  1
10 — S .C .M . < 0 ,0 1  = 0 ,0 1  ■ > 0 ,0 1  > 0 ,0 1  , > 0 ,0 1  ' — > 1

11 — E .P .F .  < 0 ,0 1  < 0 ,0 1  < 0 ,01  < 0 ,0 1  < 0 ,0 1  > 0 ,0 1  > 0 ,1<  0,5
12 — G .V .L . <  0,01 <  0,01 <  0,01 <  0,01 <  0,01 > 0,01 >  0,01•, 0,1

13 -  S . G . L .  : <  0,01 < 0 , 0 1  <  0,01 -  0,01 ; < 0 , 0 1  , > 0 , 0 1 .  ! = 0 , 5
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tados iguais ou superiores a  0,1 U /cm 3 em 
2 indivíduos e níveis superiores a 0,5 U cm3 
em 8 casos.

Não observam os efeitos co la te ra is  im p o r­
tan te s  em  n en h u m  caso, sendo de n o ta r , po ­
rém , que em  algum as c rian ças  que recebe­
ram  o toxóide p recip itado  pelo a lúm en  h o u ­
ve queixas de dor no local n a  injeção, s u r ­
gindo ind u ração  no local em  1 caso, e n ­
quan to  que naquelas em que se usou o to ­
xóide fluido p ra tic a m e n te  não  houve quei­
xas .

COMENTÁRIOS E CONCLUSÕES
A pro filax ia  do té tan o  rea lizada  regulai 

e s is tem aticam en te  a trav és  da im unização 
a tiva em todos os indivíduos é o m étod? 
m ais seguro p a ra  que e s ta  grave doença 
possa ser ex tin g ü id a . T al objetivo vem  sen ­
do a lcançado  em  naíses de m aior desenvol­
vim ento onde a  m edic ina  p rev en tiv a  a p re ­
se n ta  no tável destaque, trazendo  benefícios 
não só de ordem  h u m a n a  m as, tam bém , so ­
cial e econôm ica.

T an to  o toxóide te tân ico  fluido como o 
precip itado  pelo a lúm en  são considerados 
eficazes no sen tido  de produzir an tito x in as  
c ircu lan tes sendo referidas, e n tre ta n to , a l­
gum as d iferenças im unológicas. Assim, ao 
se u tilizar o toxóide fluido h á  necessidade 
de 3 doses p a ra  a im unização  básica e n ­
quan to  com o toxóide p recip itado  pelo a lú ­
m en são su fic ien tes 2 doses; a ascensão do 
títu lo  de an ticorpos após a dose de re fo r­
ço em  indivíduos p rèv iam en te  im unizados 
e m ais ráp id a  com o toxóide fluido do que 
com o p recip itado ; as doses de reforço após 
a im unização básica se fazem  necessárias 
cada 5 anos quando  é u tilizado o toxóide 
fluido enq u an to  com o p recip itado  o in te r ­
valo en tre  os reforços pode ser prolongado 
por 8 ou 10 anos; o toxóide fluido p ra t ic a ­
m ente  não  ap re sen ta  efeitos co laterais, que, 
e n tre tan to , ocorrem  com o toxóide p rec ip i­
tado  pelo alúm en, m an ifestan d o -se , p rin c i­
palm ente, por dor no local da in jeção  e 
m ais ra ra m e n te  por e ritem a  e indu ração  
5, 10, 16, 20, 21, 25, 29, 39).

Não existe concordância  abso lu ta  en tre  
os pesquisadores sôbre as v an tagens do uso 
de um  tipo  de toxóide sôbre o ou tro . O 
trab a lho  inicial sôbre o valor das respostas 
im unológicas em crianças  com o uso de to - 
xóides te tân ico s fluidos e adsorvidos foi r e a ­
lizado por Jones e Moss em 1936 U 3i que

d em o n s tra ram  que 2 in jeções de toxóide 
te tân ico  a lum e-p rec ip itado  im unizavam  em  
m aio r proporção que trê s  injeções do t o ­
xóide fluido, tendo , con tudo , verificado duas 
reações severas em  41 c rian ças  vac inadas 
com o toxóide p rec ip itado . N esta o p o rtu ­
nidade, todavia, não  se hav ia estabelecido 
a im p o rtân c ia  do conceito de un idades flo- 
cu lan tes  (L f). P a rish  e C annon  (20) reco­
m endam  a im unização a tiv a  com o toxó i­
de fluido em  2 doses com  in tervalo  de 1 m ês 
e um a 3.a dose 6 a 12 m eses após. 
O A m erican College of Surgeons e The M as- 
sach u se tts  Public H ea lth  L aboratories (cit. 
Brow n — 3) u tilizam  ta n to  o toxóide flu i­
do como o precip itado , recom endando  que
0 esquem a de vacinação  básica com o to ­
xóide fluido se ja  de 3 doses de 1 cm3 com 
in tervalos de 1 mês e reforço  após 1 ano. 
enq u an to  que o esquem a com o toxóide p re ­
cip itado  é de 2 doses de 0,5 cm3 com in te r ­
valos de 1 m ês e reforço após 1 ano . Em 
1965 M acL ennan  e col (17) em  estudo com ­
para tivo , em pregaram  4 tipos de toxóides 
te tân icos, a  saber: toxóide fluido, toxóide 
adsorvido pelo fosfato  de alum ínio , e dois 
tipos de toxóides em em ulsão de óleo e 
agua, sendo os dois p rim eiro  com aplicações 
de duas doses de 5 Lf com in terva lo s  de 42 
d ias e os dois seguin tes n u m a  ú n ica  in je n - 
ção de 10 L f. O bservaram  respostas im u- 
nclógicas superiores com o toxóide adsor 
vido e os toxóides em ulsionados, re s sa lta n ­
do, contudo, que um a das p reparações o leo­
sas produziu  reações tóx icas severas o que 
im possib ilita  seu uso em  la rg a  escala. 
Peebles e col. (21) em estudo sôbre o t e m ­
po de p ro teção  da vacinação  e a necessi­
dade de doses de reforço u tilizam  o to ­
xóide fluido n a  dose de 0,1 cm3 contendo
1 Lf como reforço  de p acien tes com im u ­
n idade prévia, obtendo boas respostas a n ti-  
tóx icas. Rubbo (25) c itando  experiências 
an im ais  e no hom em , re fe re  níveís m aiores 
de an tito x in as  com o uso de toxóide ad so r­
vido do que com o fluido, não  achando  r a ­
zão p a ra  que se con tinue a u tilização  do 
toxóide fluido, inclusive porque a resposta  
em indivíduos com  im unidade básica é tão  
ráp id a  com o toxóide adsorvido como o 
flu id o .

A creditam os que as d ivergências exis- 
rer.tes en tre  os diversos au tores que e s tu ­
d aram  a p ro filax ia  a tiva  do té tan o , p ro v a­
velm ente te  devem  às ca ra c te rís ticas  dos 
toxóides usados, devendo ser ievado em



T O X Ó I D E  T E T Á N I C O  F L U I D O  
1 cm3 em  3 doses com 21 d ias de in tervalo

Q U A D R O  I I

DOSAGEM DE ANTITOXINAS (U /m l)

IDENTIFICA- A ntes d a  7.° d ia  da 21.° d ia  da  7.° d ia  da  21.° d ia  da  7.° d ia  da  21.° d ia  daÇÂO V acinação l .a dose l.a dose 2.a dose 2.a dose 3.a dose , 3.a dose

1 — M .G .M . <  0,01 <  0,01 <  0,01 =  0,01 =  0,01 — =  0,5

2 — L .R . <  0,01 | <  0,01 1 <  0,01 =  0,01 =  0,01 — =  0,5
i  1

3 — N .R . <  0,01 <  0,01 <  0,01 ; — . >  0,01 >  0,01 =  0,5

4 — I .R .  <  0,01 <  0,01 <  0,01 — <  0,01 >  0,01 <  0,1

5 — M .A .S . <  0,01 > 0,01 >  0,01 > 0,01 > 0,01 — >  0,5
<  1

6 — M .A .G , <  0,01 < 0,01 <  0,01 — 0,01 >  0,01 >  0,5<  1

7 — C .R .L .S . . <  0,01 <  0,01 <  0,01 <  0,01 <  0,01 ;  0,01 =  0,5

<  0,01 <  0,01 <  0,01 > 0,01 >  0,01 — >  0,58 — S .R .L .S . <  1
í

í) J  S. 0,01 <  0,01 <  0,01 — =  0,01 >  0,01 =  0,5
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consideração, n a  avaliação  dos resu ltados, 
a  po tência  em Lf dos toxóides u tilizados.

O núm ero  de casos por nós estudados em  
cada esquem a de vacinação  é pequeno p a ra  
que se ob ter conclusões es ta tís tic a s  sôbre 
as van ta ge ns  de um  tipo  de toxóide sôbre o 
ou tro . Não obstan te , verificam os n e s ta  p e ­
quena am ostragem  que em  11 casos os n í ­
veis de a n tito x in as  se elevaram  a títu los 
p ro te to res  já  com a p rim eira  dose, ta n to  
com o uso de toxóide fluido como com o 
alum e, devendo-se considerar, porém , que 
6 destas c rian ças  ap resen tav am  im u n id a ­
de básica provocada por vacinação  prévia, 
e n q u an to  em 5 crian ças  não  se apu rou  
im unização  a n te rio r . A observação de a l­
gum  g ráu  de im un idade  em  pessoas não  
v ac in ad as tem  sido re fe rid a  por T enbroeck 
e col. (34) e Vakil e col. (35) que ad m i­
tem  que a estim ulação  an tig ên ica  da tox i­
na  produzida no in tes tin o  pelo C. tetani  
possa ser responsável por êste fa to . Consi- 
d erando -se  estas c rian ças  no tam os, p o r­
tan to , que os toxóides usados foram  e fica ­
zes no sen tido  de elevar ràp id am en te  os t í ­
tulos de a n tito x in a s . O bservam os que n as  
c rian ças  não  im unizadas an te rio rm en te , 
ta n to  o toxóide fluido como o precip itado  
pelo alum e prom overam  níveis de an tic o r­
pos superiores aquêles considerados p ro te ­
tores quando  utilizados em 3 doses com in ­

tervalos de 21 d ias. V erificam os, a inda,
2 Lf do toxóide p recip itado  peio alum e p 
vocaram  níveis p ro te to res  em  todos os ca 
após a 2.a dose básica  en q u an to  com o 
xóide fluido n a  dose de 20 Lf obtivem os £ 
ticorpos p ro te to res  em  7 dos 9 casos apó
2.a dose básica . Com o toxóide fluido 
dose de 0,5 cm3 (10 Lf) houve necessids 
da 3,a dose p a ra  elevar os títu los p rote ' 
res em todos os casos, sendo a lcan çad  
n as  c rian ças  sem  im un idade  prév ia , nív 
m enores do que os a ting idos com a dose 
1 cm3. Na dosagem  fin a l não  observam 
d iferenças sign ifica tivas en tre  os títu] 
obtidos com 2 Lf do toxóide precip itado  
os obtidos com 20 Lf de toxóide flu ido . D 
ve-se re s sa lta r  a  ausência  de p a ra -e fe it 
com a u tilização  do toxóide fluido que oco 
reram , porém , com o toxóide p recip itac 
m an ifes tan d o -se  p rinc ip a lm en te  por f< 
nóm enos dolorosos no local da aplicaçãc
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IB EN TIFICA -
CAO

1 — J .R .S .

T O X Ó I D E  T E T Â N I C O  A L Ú M E N  
1 cm3 em  3 doses com 21 d ias de in tervalo

Q U A D R O  I I I

A ntes da V acinação

< 0,01

7.° d ia  da l .a dose

< 0,01

DOSAGEM DE ANTITOXINAS (U /m l)
21.° d ia  da 

l .a dose

< 0,01

7.° d ia  da 2.a dose 21.° d ia da 
2.a dose

> 0,01

7.° d ia  d a  3.a dose

> 0,01

2 — V .P .C .

3 R .P .S .

0,01

0,01

0,01

0,01

< 0,01

< 0,01

0,01

< 0,01

> 0,01

> 0,01

> 0,01

> 0,01

4 —■ E .D .S .

5 - I .R .R .

6 —  M . S .

7 — S .P .

8 — R . F .

9 — L .F .

10 — A .R .F .

0,01

0,01

< 0,01

0,01

0,01

0,01

< 0,01

0,01

0,01

0,01

0,01

0,01

0,01

0,01

0,01

> 0,01

0,01

0,01

0,01

0,01

> 0,01

> 0,01

> 0,01

0,01

0,01

> 0,01

> 0,01

0,01

0,01

0,01

> 0,01

> 0,01

0,01

0,01

21.° d ia da 3 a dose

> 0,1<  0,5

=  0,5

; 0,5 
<  1

>  0,5

>  0,5 
<  1

>  0,5 
<  1

=  1

>  0,5 <  1

=  0,1
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A D E N D O
CARACTERÍSTICAS DOS TOXÕIDES 

UTILIZADOS
I  — PREPARAÇÃO DA TO XIN A TETÃNICA

1. Descrição dos métodos e técnicas

a) Am ostra  B a c te r ia na
Foi uti l izada um a  v a r ian te  do Clostri- 

dium  te tan i  IOC-54, ex isten te  n a  coleção 
de anaeróbios do In s t i tu to  Vital Brazil. A 
am ostra  foi rep icada  d ia r iam ente , d u ran te  
15 a 20 dias, com a finalidade  de induzir 
a cêpa a  fe rm e n ta r  rap id am en te  o meio de 
T aylor (33) contendo 1% de glicose. As 
sem entes  fo ram  incubadas  35-36°C. A p a r ­
t i r  dêste m om en to  dispomos de um  bacilo 
produto r  de tox inas  de elevada po tência  e 
produção uniform e;
b) Meio de C u ltura

D en tre  os meios de cu l tu ra  usuais, pa ra  
obtenção de tox inas  te tân icas ,  o proposto 
por Mueller e Miller (18, 19) é o m ais  e m ­
pregado, não só devido a ser constituído 
de m ín im as  quan tidades  de substâncias  
alergizantes  como tam b ém  por ser um  cul­
tivo que proporciona apreciáveis q u a n t id a ­
des de tox inas  (a té  150 L f).

MEIO de MÜELLER-MILLER
(Com ponentes por litro)

NOR­ m o d i f :
MAL CADO

Digerido de caseína 22.5 g 330 ml
Infusão  de coração

bovino ................... 50 ml 50 ml
Glicose ....................... 11 g 11 g
Nacl .................................. 2,5 mg ------- .
Na2 H P04  ................. 2 g 2 g
Mg S04  -- 7 H 2 0 ___ 0,15 g 0,15 g
KH2 P 0 4  ................... 0,15 g 0,15 g
Cistina ....................... 0,25 g --------
Cisteína ................... -------- 0,25 g
Tirosina ................... 0,5 g 0,5 g
P a n to te n a to  de cá l­

cio ............................ 1 mg 1 mg
Uracil ......................... 2,5 mg 2,5 mg
Ácido orótico .......... -------- 0,1 g

T ia m in a  (Cloridrato) 0,25 mg 0,25 mg
Riboflavina ............. 0,25 mg 0,25 mg
Piridoxina  (C loridra- 0,25 m g 0,25 mg

to) .........................
B iotina .......................  2.5 g 2,5 g
Ferro  reduzido ........  0,5 g 0,5 g

O digerido do tr íp tico  de caseína foi por 
nós adsorvido com fosfato de cálcio p a ra  
remover as subs tâncias  inibidoras da toxi- 
g én ese .

Os ingredien tes  foram  dissolvidos em 
qu an tidade  adequada  ~ de água  destilada, 
distribuídos em recipientes de bôca larga  
i 5 litros do meio por frasco) e autoclavados 
d u ra n te  20 m inu tos  a 110°C.

Como podemos no tar ,  o meio de Mueiler 
e Miller contém como n u tr ie n te  bacter iano  
fu n d a m e n ta l  o digerido de caseína (“N-Z- 
Case", “C asitone” e “T ryp ticase ’) compos­
tos êsses produzidos por f i rm as  es t ran g e i­
ras .  Tal fato  resu lta  n a  d ificuldade de im ­
portação  e alto custo, razão pela qual r e ­
solvemos p rep ará - lo  a p a r t i r  da hidrólise 
enzim átiea  da caseína pela pa-ic rea t ina  
iFhü lips  D u p h a r  6 NF) ou como temos 
prefer ido u lt im am ente ,  a través  do uso a d i ­
cional de m acerado  de p ân creas  de suínos. 
Devemos ressa l ta r  que a digestão da casei- 
n a  pelo ex tra to  de p ân creas  de suíno resu l­
ta  n u m  produto  eficaz e de baixo custo.

P a ra  obtenção do digerido de case ína  u t i ­
lizamos a seguinte fórm ula:

F . I F . II

Case ína  ..................... 1.000 g l.OQO g
F a n c re a t in a  6 NF . 5 g --------
E xtra to  de pâncreas _____ 500 ml
C arbonato  de sódio 10 g 10 g
Água desti lada  q.s.p. 10 L 10 L

O carbonato  de sódio foi dissolvido n a  
agua desti lada  e a solução aquecida a 80°C. 
G rad a t iva m en te  e sob agitação  constan te ,  
ad icionam os a caseína a té  se to rn a r  t o ta l ­
m e n te  dissolvida. Depois, resfriam os a so­
lução à te m p e ra tu ra  am bien te  e acrescen­
tam os o ex tra to  de pâncreas ;  jun tam os  f i­
na lm en te ,  como preservativo, 200 ml de clo­
rofórmio. A m is tu ra  obtida foi m a n t id a  em 
es tu fa  a 37°C d u ran te  30 dias, e seu pH 
a ju s tado  a 7.0 — 7.2 com carbonato  de cá l­
cio, sem a na lm en te .
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O ex tra to  de pâncreas  é obtido do se­
gu in te  modo:

P â nc reas  de suínos (moído) 1.000 g
Álcool etílico ............................ 500 ml
Ácido clorídrico concen trado  5 ml
Água desti lada  q . s . p ..............  3.000 ml
O pân c reas  é m acerado  em 1 litro de 

água;  í i l t ra -se  em  gaze dobrada  e em se­
gu ida  ad ic iona-se  álcool acidulado, de aco r ­
do com a  fó rm ula  ac im a.  Acondiciona-ss 
em g arra fão  âm b a r  e m a n té m -se  em gela­
deira  (4o C) d u ra n te  10 dias.

O meio de Müeller e Miller assim m odifi­
cado foi p rep a rad o  m ed ian te  a m esm a téc ­
n ica  proposta  pelo au to r  à  qual, no e n ­
tan to ,  introduzimos o ácido orótico que se 
revelou, com para t ivam en te ,  excelente po- 
tencializádor da  toxigênese;
c) Sem eadura  e Período de Incubação

A sem eadura  foi e fe tu ad a  m ed ian te  a in ­
trodução  de 5 ml do inóculo p a ra  cada 
S.OOO^ml do meio de Müeller e Miller m o ­
dificado e incubado d u ra n te  7 dias à t e m ­
p e ra tu ra  de 34°C;
d) Fil tração

Após o período de incubação as cu l tu ras  
fo ram  classificadas em  filtros compostos de 
pô lpa  de celulose com espessura ap ro x im a ­
da de 3 cm, acam ado  sôbre funil t ipo Bu- 
c h n e r  de aço inoxidável. A tox ina  foi e s te ­
ri lizada por filtração, sob pressão negativa, 
em velas de porcela tipo C ham berla in .

2. Métodos e técnicas de ãosagejn
a) D eterm inação  do poder f locu lan te  (Lf)

F o ram  obtidas  toxinas com poder flo­
cu lan te  equivalente a  30 — 50 Lf/m l, veri­
ficadas com um a an t i to x in a  te tân ica  do­
sando  100 U . I . / m l  e produzida  por diges­
tão  péptica, sendo pad ron izada  c o m p a ra t i ­
vam ente  à am os tra  fornecida pelo N . I .H . ;

b) D e term inação  do “Limens M ortins”
(L —) (40)

Verificamos n a  quase to ta l idade  das to ­
x inas  obtidas a relação de 10 L — p a ra  cada

Lf da m esm a. O pad rão  utilizado n a  d e te r ­
m inação  do L +  procede da  OMS e é d is t r i ­
buído pelo Serum  In s t i tu te  of Copenhagen;
c) D eterm inação  da Dose M ínim a M ortal 

(D .M .M .)
As tox inas fo ram  re t i rad as  dos diversos 

lotes (garrafões) logo após a  filtração, sen ­
do diluídas em concentrações crescentes 
desde 1:100.000 até  1:2.000.000, em solu­
ção p e p to n ad a  e t a m p o n a d a  pelo fosfato 
de sódio, de pH 7.4 e resfr iada  em geladei­
ra  por ocasião de seu emprêgo, a fim  de 
m a n te r - se  in a l t e ra d a  a tox ina  te tâ n ic a .  
Em seguida foi fe i ta  inoculação em  cobaios 
e em  cam undongos, aplicando-se  por via 
in t ra m u sc u la r  1 ml da  diluição e p roceden ­
do-se a  le i tu ra  a té  120 h o ra s  após a ino- 
culaçâo.

Nas diluições com preendidas en tre  . . . .  
1:700.000 e 1:1.000.000 verificamos, com 
m aior freqüência, a dose m ín im a  m orta l  de 
nossas toxinas, sendo que c a d a  Lf da  tox i­
n a  te tân ica  corresponde de 10.000 a ...........
20.000 D .M .M . p a ra  o cam undongo.

I I  — PREPARAÇÃO DO TOXÕIDE 
TETÀNICO FLUIDO

1. Detoxificação e provas determ inativas  
de inocuidade

A tox ina  te tâ n ic a  p roduzida  pelo método 
acim a descrito, com 30 a 50 Lf, foi conver­
t id a  em toxóide pela ação do formol na  
concen tração  de 0,4% e incubada  a  35°C 
d u ra n te  21 a 25 dias. O toxóide assim ob­
tido passou a ser tes tado  em cobaios de 
330 a 380 g ram as  de pêso, m ed ian te  ino ­
culação de 5 ml por via subcutânea, sendo 
os an im ais  observados d u ra n te  21 dias e 
pesados sem a na lm en te .  F indo o prazo de 
observação, não  se ap resen tando  s in tom as 
de intoxicação te tân ica  nos animais, foi o 
toxóide utilizado p a ra  concen tração  e p u r i ­
ficação. A inda ao fim do período de obser­
vação, receberam  os animais, por via ve- 
nosa e /ou  cardíaca, a  dose de 1 ml do t o ­
xóide bruto, não  se verificando s in tom as 
caracterís t icos  de choque anafi lá tico .
2. Concentração

Após o processo de detoxificação, de m o ­
do satisfatório, foi o toxóide bruto  su bm e­
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t ido à u l t ra f i l t raçáo  e lavagem  sucessivas 
com solução sa l ina  a 9"/ü(l, a través  de um a 
m e m b ra n a  de colódio a 8% . P a ra  im pedir 
a  con tam inação  do líquido, cobriu-se o 
mesmo com u m a  c a m ad a  f ina  de toluol e n ­
quan to  perdurou  o processo. A m e m b ra n a  
de colódio foi m oldada  por imersão n u m a  
solução acética de algodão pólvora. Velas 
tipo Berkefeld (Senum  de porosidade m é ­
dia) fo ram  utilizadas com o suporte  da 
m e m b ra n a  u l t r a f i l t r a n te .

O meio de Müeller e Miller, ta l  como o 
modificado, dá origem a cu l tu ras  i n te n s a ­
m e n te  p igm entadas , ap resen tando  co lora­
ção cas tan h o  escura .  Pe la  u l t ra f i l t ração  a 
m aior  p a r te  dos p igm entos e dem ais subs­
tânc ias  n i trogenadas,  bem como os sais 
minerais , p assam  a través  do u ltra f i l-  
tro , porém  os com ponentes  protéicos e an -  
tigênicos são retidos e m a n tê m -se  dissolvi­
dos no líquido exterior. Após sucessivas 
adições de solução salina a 9"/(ll, ao con­
centrado, é êste l ibertado de g rande  p a r te  
dos compostos inespecíficos e de baixo pêso 
m o lecu la r .

O concentrado  assim obtido represen tou  
de 1:20 a té  1:30 do toxóide b ru to  inicial. 
A c a m ad a  de tolueno foi sep arad a  por d e ­
can tação  e por fi ltração a través  de papel 
de filtro umedecido. Resultou, dêsse modo, 
um  concentrado  p rà t ic am en te  livre de p ig ­
mentos, tendo  em  solução os an tígenos  e 
o u tra s  p ro te ínas  derivadas do C. te tan i .

«
3. Precipitação das substâncias an tigên i-  

cas pelo su lfa to  de amônio
O líquido u l t ra f i l t rado  e l ibertado dos in ­

gredientes im purif ican tes  de baixo pêso 
molecular foi submetido à p recip itação p e ­
lo sulfa to  de am ônio (NH4)2 S04 n a  con­
cen tração  final de 609! o de sa tu ração .  P a ­
ra  p recip itação das frações an t igên icam en-  
te ativas, adicionamos 46 g de (NH4)2 S04 
por litro de u l tra f i l t rado ,  deixamos rep o u ­
sar  d u ran te  24 ho ras  em te m p e ra tu ra  de 
2 a  4°C e coletamos o precip itado f lu tu a n ­
te com um a  espá tu la  de porce lana . O p re ­
cipitado, gelatinoso, de coloração m a rro m  
foi comprimido com a espá tu la  a té  não 
mais l iber ta r  a solução original.

4. Diálise
Sendo distribuído o precip itado em sacos 

de papel celofane, são êsses colocados em

pane las  de aço inoxidável contendo água  
desti lada  e resfr iada  a  2°C, perm itindo-se  
e n t r a d a  con tínua  de água  desti lada  re s ­
f r iad a  a p a r t i r  de depósitos dispostos no 
in te r io r  da  c â m a ra  frigorífica . A diálise 
perdurou  d u ra n te  4 a 5 dias, ocasião em que 
o teor do líquido dialisado passou a a p re ­
se n ta r  som ente traços de su lfa to  de a m ô ­
nio (NH4)2 S04, o que foi verificado pelo 
reativo de Nessler. O dialisado foi isotoni- 
zado com cloreto de sódio e deixado em 
congelador a — 20°C, a té  u lterior m a n i ­
pulação.

5. Preparação da m em brana  de colódio
Na obtenção das m e m b ran as  p a ra  u l t r a ­

fi ltração, devemos levar em consideração 
os d iâm etros  dos seus poros, êstes d ep en ­
dendo da concen tração  de nitrocelulose em 
ácido acético. Q uanto  m aio r  fôr a  concen­
tração  da  nitrocelulose m enor  será o d iâ ­
m etro  dos poros da  m e m b ran a .  Utilizamos 
velas de te r ra  de infusórios tipo Serum 
AG9, m ergulhadas  em água  desti lada  e l a ­
vadas in te rr \am en te  a través  da passagem  
de g rande  q u a n t i d a d e ^ e  água .

Após isso, fo ram  as velas esvaziadas por 
sucção com bomba de vácuo e deixadas in ­
vertidas ap ro x im ad am en te  duas ho ras  sô- 
bre papel de filtro . A inda úm idas e em 
tais  condições, as velas foram  imersas em 
solução acética de algodão pólvora. A se­
guir, fo ram  subm etidas  à pressão negativa  
de u m a  po ten te  bomba de vácuo d u ran te  
20 m inutos .

Prosseguindo, re t i ram os len ta m en te  as 
velas da solução do colódio, perm it indo  que 
o líquido escorresse un ifo rm em ente ,  evi­
tando  a form ação de bôlhas de ar; r a p id a ­
m ente , m ergulham os as velas p a ra  coagu- 
lação do colódio em água desti lada  e de i­
xamos d u ra n te  24 horas .

Os u ltra f i l t ros  obtidos fo ram  então  la v a ­
dos dem oradam en te  com  água destilad a  
a té  não a p resen ta rem  reação fo rtem ente  
ácida ao papel ind icador de pH (M erck ) . 
Os filtros assim preparados  p u d e ram  ser 
conservados em geladeira  e em solução fe- 
n icada  a 2Ç d u ran te  alguns meses, sem 
a lteração  de suas principais  característ icas.

Na p reparação  da  solução de n itrocelu lo­
se temos utilizado algodão pólvora da F á ­
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brica Nacional de Piquete, ap resen tando-  
se p ra t ic am en te  sêco, não  havendo  neces­
sidade de dessecã-lo sob a ação desidra- 
t a n te  do hidróxido de sódio ou de potássio.

O algodão pólvora foi m an ipu lado  com 
ex trem a precaução  por se t r a t a r  de subs­
tânc ias  a l ta m e n te  inf lam ável e explosiva.

Na p reparação  da solução de colódio u t i ­
lizamos 480 g de algodão pólvora dispersos 
por agitação em 5 litros de ácido acé tico . 
A solução fêz-se d u ran te  ap rox im adam en te  
20 dias com agitação d iá ria .  Após quase 
com pleta  dissolução, adicionam os u m a  so­
lução recém  p re p a ra d a  de 123 g de carbo­
n a to  de potássio em 800 ml de ácido acé- 
tico; m is turam os conven ien tem en te  e com ­
ple tam os o volume p a ra  6.000 ml. Isso 
feito, deixamos em repouso e usam os ao 
fim  de 48 a 72 horas .

As p a r t ícu las  de algodão não  dissolvidas 
e as im purezas  insolúveis fo ram  se p a ra ­
das por decan tação  ou fi ltração em filtro 
de B uchner  com uma cam ada  de lã de v i­
dro .

6. Padronização c ensaios com  o toxóide  
purijicaáo

A  técnica descrita por Ram on, p a ra  de­
te rm inação  do valor f loculante  do toxóide 
tetânico, foi uti l izada com orien tação  b á ­
sica p a ra  a diluição do produto .

A diluição foi fe ita  em solução sa l ina  a 
90/,,,,, adícionando-se. como preservativo, 
t iomerosal n a  concentração  final de . . . .  
1:10000.

As seguinte provas fo ram  executadas:
a) D eterm inação  da antigenicidade, fei­

ta de acôrdo com o “M inimu R equirem ents  
for te tan us  toxoid" ou segundo a Fa rm aco-  
péia Brasileira < 7 >;

b) Poder de ligação (Lb ou B .U . )  e n ­
tre  an t ígeno  e anticorpo, m is turando-se  
0.1 U .I .  de an t i tox ina  te tâ n ic a  com dilui­
ções do toxóide, de modo a corresponder a 
10 vêzes o valor em Lf. Ao fim  de 40 m i­
nu tos  de incubação acrescentam os tox ina  
te tân ica  equivalente a 10 doses m ín im as 
m orta is  em cam undongos (18-20 g) e g u a r ­
damos novam ente ,  pelo mesmo período de 
incubação, em estufa a 37°C. F indo êsse 
período, in je tam os pela via in t ram u scu la r

a m i s tu r a . A m orte  ou a sobrevida dos a n i ­
mais ind icam  respec tivam en te  o excesso 
de an tígeno  ou de anticorpo;

d  Prova de im unodifusão com parativa  
entre  o toxóide com um a  tox ina  te tân ica  
com Lf estabelecido por floculação, pelas 
determ inações do L +  (limens mortis) e pela  
verificação da dose m ín im a  m orta l  (d.m.m.) 
em cam undongos (18 a 20 g);

d) Prova de toxicidade em cobaios com 
pêso de 330 a 380 g, seguindo-se a injeção 
de 5 ml do toxóide por via subcutânea, sen ­
do os cobaios observados e pesados s e m a ­
nalm ente , d u ra n te  21 dias;

e) Prova de toxicidade em cam undongos 
com “pêso de 18 a 20 g, por injeção de 0.5 
ml pela via venosa, observando-se os a n i ­
mais d u ran te  24 ho ras .

U m a vez estabelecida a potência  do to ­
xóide te tân ico  purif icado e concentrado, 
èste foi diluido em solução isotônica ta m -  
ponada  de cloreto de sódio, fosfato  disódico 
e monosódico e glicina n a  concentração  de 
0.25 g'.i . O produto  final, com 20 Lf con­
tém  como preservativo o t iomerosal n a  
concentração  de 1 : 1 0 0 0 0 .

O produto  foi en tão  esterilizado por f il­
t ração  à vela e um a  vez mais foi tes tado 
quan to  à sua antigen ic idade e esterilidade, 
sendo f ina lm en te  envasado em frasco com 
rôlha de b o rrach a  e selado com ta m p a  de 
a lu m ín io .

I I I  — MÉTODO DE PREPARAÇÃO DO TO­
XÓIDE TETÂNICO COM ADJUVANTE

O toxóide te tân ico  com a d juv an te  foi 
obtido pela p recip itação do toxóide b ru to  
pelo alúmen, obedecendo aos métodos de 
p reparação  estabelecidos in ic ia lm ente  por 
G lenny  e B a r r  (9).

As reações químicas que in te rvém  n a  p re ­
cip itação pelo alume, das frações an tigên i-  
cas dos toxóides brutos, estão relacionadas 
com seu pH inicial e com a presença  de bi- 
carbonato, fosfatos inorgânicos, p ro te ínas  
e proteoses existentes no meio de cu l t ivo .

O b icarbonato  e as subs tâncias  de n a t u ­
reza alcalina  reagem  com o a lume p a ra  da r  
origem ao hidróxido de alumínio  Ali OH).,, 
enquan to  as p ro te ínas  derivadas do C.
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te tan i  podem produzir, segundo Holt, 1,11) 
u m a  an a to x in a  a lu m in ad a .  Os fosfatos 
são encon trados  em re la t iva  proporção 
nos meios de Taylor e de Müelier-Miller.

No produto  obtido por nós o precipitado 
é form ado p rinc ipa lm en te  por hidróxido de 
alumínio  e m a té r ias  orgân icas  adsorvidas 
(p ro te ínas  e p igm entos) .

Após a precipitação o toxóide foi lavado 
exaus tivam ente  m ed ian te  o sistem a de si­

fão fechado, sendo preservado com tiom e­
rosal a 1: 10000.

O produto  é padronizado ás  acôrdo com 
a F a rm .  B ras ,  (7) de modo a conter um  
m ín im o de 2 un idades  n a  m is tu ra  dos soros 
de 6 cobaios pesando  ap rox im adam en te  
500 g e inoculados por via su bcu tânea  42 
dias an tes  de serem sangrados.  O produto  
foi tes tado  quan to  ao seu poder floculante, 
tendo-se  encon trado  2 Lf por ml.
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