ESTUDO COMPARATIVO DA IMUNIZACAO ANTITETANICA COM
O USO DO TOXOIDE TETANICO FLUIDO E PRECIPITADO PELO

ALUMEN *
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Os autores jfazem um esiudo comparative da imunizacdo antitetanica em
um grupo de criancas, utilizando toxdide fluido contendo 20 Lf/cm3 e toxoide
precipitado pelo alumen contendo 2 Lf;em3. O esquema utilizado foi de 3 do-
ses com intervalos de 21 dias entre cada dose, aplicando o toxodide fluido n«
dose de 1 cm3 em um grupo de criuncas, 0,5 cm3 em cutro grupo e em um
terceiro grupo o toxdide tetdanico precipitado pelo alimen na dose de I ¢m3.
Foram realizadas dosagens de antiloxinas no 7" e 21" dia apos cada aplicazdo
dos toxdides. Os autores obtiveram mniveis protetores em todos 0s casos apds @
3.% dose com ambos os tocxdides. Com o toxodide tetdnico precipitado pelo ali-
men observaram que 0s niveis protetores surgiram ja com a 2.¢ dose. enguanto
que com o toxdide fluido houve necessidade da 3.2 dose para serem atingidos
niveis protetores na totalidade dos casos. A titwlagem realizada apos a 3.4
dcse ndo mostrou diferencas signijicativas entre os titulos obtidos com 2 Lf do
toxdide precipitado e os obtidos com 20 Lf do toxdide fluido, sendo porém, al-
cancadcs niveis menores com a dose de 10 Lf do toxdide fluido. Ndo observa-
ram para efeitos graves com nenhum dos toxdcides, sendo referido, contudo. ma-

nifestacées dolorosas no local da aplicacdo do toxdide precipitado.

INTRODUCAO

O tétano constitui um dos mais graves
proklemas de Satde Publica no Brasil,
apresentando altos indices de morbidade e
mortalidade (6, 15, 32, 36). Paradoxalmen-
te, nao existe em nosso Pais uma lei que
torne compulsoria a vacinacgao antitetani-
ca, com o que se evitaria o grande nume-
ro de vidas perdidas e o elevado custo do
tratamento dos pacientes. A vacinacdo an-
titetanica é utilizada regularmente em va-
rios paises. entre os quais a Franca, Bulga-
ria, Hungria, Estados Unidos, Alemanha,
Polénia (371 e, gracas a esta medida de
Saude Publica, o numero de casos clinicos
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de tétano diminuiu consideravelmente nes-
tes paises. Como exemplo do que arirma-
mos, lembrariamos que nos Estados Unidos,
em 1965 e 1986, foram notificados 535 casos
de tétano em todo pais (14); na Franca.
em 1966, foram declarados 430 casos (241,
enquanto que em 1966, somente em um dos
hospitais especializados do Rio de Janeiro,
GB, foram internados 564 fetanicos 112) e
no Estado do Rio de Janeiro foram notifi-
cados 454 casos (1), éste ultimo dado, por
certo, muito aquém da realidade, levando-
se em conta que a notificacao de tétano em
nosso Pais é, geralmente, precaria.

A imunizacao ativa é reconhecidamente
o método mais eficaz na prevencao do té-
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tano, sendo ao mesmo tempo de baixo custo
e efeitos colaterais minimos. A profilaxia
realizada através da aplicacdo do s6ro an-
titetdnico em pacientes traumatizados pod>
falhar (5, 20, 23, 28, 35), explicando-sc a
falha pelas doses insuficientes, pela rapida
eliminacao das antitoxinas em pessocas an-
teriormente imunizadas passivamente ou
pela permanéncia do bacilo tetanico ns fo-
co de infeccdo por tempo superior ao da
circulacao dos anticorpos passivos. Tam-
bém o uso de antibidticos €, com certa fre-
qiiéncia, ineficaz, devido ao emprégo de do-
ses e tempo de administracao inadequados,
a presenca de bacilos primariamente resis-
tentes ao antibidtico ou & presenca de es-
tafilococos produtores de penicilinase no
foco de infeccdo (26, 38). O uso inadequa-
do de antibidticos, particularmente a peni-
cilina-benzatina, para a profilaxia do té-
tano tem sido, mesmo, causa de varios ca-
sos da doenca que puderam ser observados
por um de nés (31). Os elementos mais im-
portantes no atendimento de pacientes
traumatizados ndo imunizados sdo, sem da-
vida, o cuidado adequado aos ferimentos
através do perfeito debridamento com a re-
tirada de corpos estranhos e de tecidos des-
vitalizados; os cuidados primérios de hi-
giene e assepsia aos atos cirurgicos; a as-
sisténcia adequada aos atos obstétricos e
a0 recém-nascido apés o parto. Entretan-
to, esta assisténcia aos traumatizados e re-
cém-nascidos, com freqiiéncia, nao é valo-
rizada, seja por ignorancia da populacao
ou por falha dos 6rgios de assisténcia mé-
dica.

Nos intmeros trabalhos publicados sobre
o problema da profilaxia do tétano, é ponto
de vista unanime que o uso do toxoide te-
tanico nas populacdes é o meio mais segu-
ro para prevencido da doenca. Desde 1892
se conhecem as propriedades vacinantes da
toxina tetinica tratada pelo tricloreto de
i6do e, mais tarde, pelo formol (2). O to-
x6ide atualmente em uso é obtido por acao
do formol sobre a toxina do C. tetani, re-
sultando uma solucdo imunizante atédxica
conhecida como toxoéide fluido, expressao
empregada na literatura mundial para di-
ferencia-lo do toxédide tetanico precipitado
por adjuvantes minerais, onde encontra-
mos na fase solida as substancias antigéni-
cas. O toxoide fluido pode ser adsorvido em
compostos de aluminio com o hidréxido, o
fosfato, o sulfato de aluminio e potassio

talume) e outras substancias que agem co-
mo “adjuvantes”, aumentando a poténcia
antigénica e sendo usadas para aumentar e
prolongar a imunidade (20). Déstes adju-
vantes, o mais utilizado é o alume. Ambos
os toxoides (fluido e precipitado pelo alu-
me) sao utilizados na profilaxia do tétanc
produzindo titulos de anticorpos superiores
a2 0,01 U/ml apds a imunizacido béasica, con-
siderando-se o titulo de 0,01 U ml o limiar
de protecao (3, 5, 8, 29).

No Brasil e em varios paises o toxdide
correntemente utilizado € o precipitado pe-
lo alume. Recentemente o Instituto Vital
Brazil iniciou a producido do toxdide tetani-
co fluido purificado e contendo 20 Lf por
cm3, o qual em experiéncias animais maos-
trou elevado poder imunizante. A fim de
testar o valor profilatico déste toxodide e
analisar, comparativamente ao toxéide pre-
cipitado pelo alume, os niveis de antitoxi-
nas no homem, realizamos a vacinacao de
40 criancas higidas, nao apresentando fe-
rimentos ou outros focos aparentes sujei-
tos a infeccdo tetianica.

MATERIAL E METODOS

Foi realizada a imunizacdo de 40 crian-
cas internadas em uma instituicio de Ni-
teroi, RJ, utilizando-se 3 esquemas de va-
cinacdo. Em um grupo de criancas aplicou-
se o toxdide tetdnico fluido na dose de 0,5
cm3 por via intramuscular em 3 doses com
intervalos de 21 dias; o mesmo toxoide foi
utilizado em outro grupo, empregando-se,
porém, a dose de 1 cm3; em um terceiro
grupo usou-se o toxoide tetanico precipita-
do pelo alume na dose de 1 cm3, seguindo o
mesmo esquema,. ToOdas as criancas eram
do sexo feminino, com idade varidvel en-
tre 4 e 14 anos. Procedeu-se a dosagem de
antitoxinas circulantes antes da aplicacdo
das vacinas e no 7.0 e 21,0 dia apés a apli-
cacdo de cada dose. Ao final da vacinagio
realizamos & titulagem de anticorpos no 21.°
dia apés a 3.2 dose, dosando-se titulos de
0,1; 0,5 e 1 U/cm3. Em 7 crian¢as ndo pros-
seguimos a vacinacdo por apresentarem ti-
tulos de anticorpos circulantes superiores a
0,01 U/cm3 préviamente. As vacinas foram
aplicadas por via intramuscular, utilizan-
do-se o deltdide como local de aplicacdo. A
colheita de sangue para as dosagens foi
baseada na técnica descrita por Coura e
col. (4) a qual modificamos a fim de sim-
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plificar ainda mais o método. Utilizamos
somente agulhas esterilizadas, com o que
fizemos puncio venosa apos limpeza da pe-
le, colhendo-se o sangue diretamente em
vidros proprios, dispensando-se & hecessi-
dade de seringas na maioria dos casos.

As dosagens de antitoxinas nos soros fo-
ram realizadas no Instituto Vital Brazil,
nao sendo do conhecimento dos técnicos a
procedéncia do material. A técnica utiliza-
da nas dosagens obedeceu ao método des-
crito na padronizacdo de antitoxinas teta-
nicas (22), sendo o “Limens Mortis” da to-
xina estabelecido em relacdo a 0,01 u da
antitoxina padrdo da OM.S. A verifica-
cao desta prova bioldgica foi feita em ca-
mundongos, pesando 18 a 20 g, observados
durante 120 horas.

Os toxodides empregados foram cedidos
pelo Instituto Vital Brazil, sendo utilizado
o toxoide tetanico precipitado pelo alumen
contendo 2 Lf/cm3 e o toxéide tetanico flui-
do altamente purificado, ensaiado e padro-
nizado por éste Instituto, contendo 20 Lf,
cm3.

RESULTADOS

Os resultados estdo sumarizados nos qua-
dros 1, 2 e 3. No quadro I observamos a
resposta, imunolégica & aplicacdo do to-
x0ide fluido na dose de 0,5 cm3 por via
I.M. em 13 casos, todos apresentando titu-
los de antitoxinas inferiores a 0,01 U/em3
antes da aplicacao da vacina. Notamos que
a0 ser realizada a dosagem 7 dias apds a
primeira dose de vacina, obtivemos niveis
de anticorpos superiores a 0,01 U/cm3 em
3 casos (casos 3, 7 e 8) e titulos iguais a
0,01 U/cm3 em 2 casos (casos 6 e 13). Pro-
curamos verificar, junto aos responsaveis
destas criancas sobre a imunizaciao prévia
realizada e apuramos que o caso 3 havia si-
do vacinado com 3 doses de vacina triplice
ha 9 anos, nao recebendo doses de reforco
posteriores; os casos 8 e 10 haviam recebi-
dos 1 dose do toxoide teténico respectiva-
mente ha 1 e 3 anos atras; os casos 6 e 7,
segundo informacido das maées, nunca ti-
nham sido vacinados contra o tétano. As
demais criancas nao apresentaram titulos
significativos de protecao nas dosagens fei-
tas no 7.9 e 21.° dia da primeira dose de
toxoide. As dosagens realizadas 7 dias apds
a segunda aplicacdo da vacina, revelaram

que além dos 5 casos ja relatados. existiam
niveis de anticorpos protetores em 2 novas
criancas, casos 9 e 13. os quais segundo
informacao dos responsaveis nao haviam si-
do imunizados préviamente. As dosagens
no 21.0 dia da segunda dose mostraram ti-
tulos protetores em um névo caso (n.° 3).
As dosagens apos a terceira dose mostra-
ram titulos superiores a 0,01 U/cm3 em to-
dos os casos e no 21.0 dia fizemos a titula-
gem observando-se que, em 11 casos, os ti-
tulos foram superiores a 0,01 U/cm3, sendo
mesmo superiores a 0,5 U-cm3 em 10 casos.

No quadro n.¢ 2 relacionamos a resposta
imunoloégica & aplicacio do toxodide tetanico
fluido na dose de 1 cm3 por via I.M. em 9
individuos, todos com titulos de antitoxi-
nas inferiores a 0,01 U/cm3 antes da vaci-
nacgdo. Observamos que 7 dias apos a apli-
cacao da primeira dose surgiram anticor-
pos protetores em 1 dos casos cujo respon-
savel nao referia vacinacéo prévia, enquan-
to os demalis nao apresentaram niveis de
antitoxinas mesmo apés 21 dias d4» 1.2 do-
se. Sete dias apds a aplicacdo da 2.2 dose

realizamos dosagens somente em 5 casos
tendo havido dificuldades técnicas nos de-
mais, porém no 21.° dia observamos que
em 6 outras criancas surgiram niveis iguais
ou superiores a 0,01 U/ml restando somente
2 casos onde nao havia titulos eficazes, @
que ocorreu apds a 3.2 dose do toxodide,
quando obtivemos titulos em todos os ca-
sos em 7 dias. Por fim as titulagens reali-
zadas 21 dias apds mostraram titulos iguais
ou superiores a 0,5 U/cm3 em 8 casos.

No quadro n.° 3 verificamos os resulta-
dos com o uso do toxodide tetdnico precipi-
tado pelo alumen na dose de 1 cm3. I.M.
em 10 criancas que apresentavam titulos
inferiores a 0,01 U/cm3 antes da vacina-
cdo. No 7.0 dia da 1.2 aplicacdo, observa-
mos que havia titulos significativos de imu-
nidade em 3 casos, possivelmente ja imu-
nizados préviamente com vacina triplice.
No 219 dia notamos titulos protetores em
um novo caso, tratando-se de crianca que
nao havia sido vacinada antes. As dosa-
gens feitas 7 dias apds a 2.2 dose mostra-
ram titulos eficazes em 2 novos casos e ao
fim de 21 dia todos apresentaram niveis de
antitoxinas superiores ao nivel minimo con-
siderado. Apé6s a 3.2 dose realizamos titu-
lagens ao fim de 21 dias obtendo-se resul-



QUADRO 1

TOXOIDE TETANICO FLUIDO
0.5 ecm3 em 3 doses enm 21 dias de intervalo

DOCSAGEM DE ANTITOXINAS (U/ml)

IDENTIFICA- Antes da 70 dia da 9lodiada 170 dia da 910 diada 70 dia da 210 dia da
CAO Vacinacao 1.2 dose 1.8 dose 2.2 dose 2.2 dose 3.2 dose 3.2 dose
| .~ M.AP. 20,01 20,01 2001 — < 0,01 . 0,01 ~ 0,01
<01
2 — S.M.S. < 001 < 0,01 < 001 < 0,01 ‘ = 0,01 0,01 =05
3 - R.M.F. < 0,01 - 0,01 - 001 - 0,01 > 0,01 - 0,01 > 1
4 — A M.N. < 0,01 < 0,01 < 0,01 ‘ < 0,01 < 0,01 > 0,01 > 05
<1
5--R.C. : < 0,01 < 0,01 , < 0,01 < 0,01 ‘ > 0,01 =05
‘ : <1
6 .- SR.Q. < 0,01 — 0,01 0,01 - 0.01 — — > 0,5
<1
7 - S.8.M. < 0,01 ~ 0,01 ‘ ~ 0,01 ~ 0,01 ‘ > 0,01 — 1 =1
8 — Y.D.B. ‘ < 0,01 > 0,01 ‘ > 0,01 > 0,01 : > 0,01 > 1
9 — A.R.C. < 0,01 < 0,01 < 0,01 > 0,01 > 0,01 > 0,01 > 0,5
: <1
10 — S.C.M. < 0,01 = 0,01 > 0,01 = 0,01 ‘ > 0,01 — > 1
11 -— E.P.F. < 0,01 < 0,01 < 0,01 ‘ < 0,01 < 0,01 > 0,01 >0,
205
12 —~ G.V.L. < 0,01 < 0,01 ; < 6,01 < 0,01 < 0,01 0,01 = 0,01
‘ <01
13- S.G L. 0,0 <001 <001 =001 <00l ,  >001 =05
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tados iguais ou superiores a 0,1 U/cm3 em
2 individuos e niveis superiores a 0,5 U-cm3
em 8 casos.

Nao ohservamos efeitos colaterais impor-
tantes em nenhum caso, sendo de notar, po-
rém, que em algumas criancas que recebe-
ram o toxoide precipitado pelo alimen hou-
ve queixas de dor no local na injecao, sur-
2indo induracdao no local em 1 caso, en-
quanto que naquelas em que se usou o to-
xoide fluido praticamente nao houve quei-
£as.

COMENTARIOS E CONCLUSOES

A profilaxia do tétano realizada recula:
e sistematicamente através da imunizacac
ativa em todos os individuos é o métod>
mais seguro para que esta grave doenca
possa ser extinguida. Tal objetivo vem sen-
do alcancado em naises de maior desenvol-
vimento onde a medicina preventiva apre-
senta notavel destaque, trazendo beneficios
nao s6 de ordem humana mas, também, so-
cial e econdmica.

Tanto o toxdide tetdnico fluido como o
precipitado pelo alimen s&o considerados
=ficazes no sentido de produzir antitoxinas
circulantes sendo referidas, entretanto, al-
2umas diferencas imunologicas. Assim, ao
se utilizar o toxoéide fluido ha necessidade
de 3 doses para a imunizacido basica en-
quanto com o toxdide precipitado pelo alu-
men sao suficientes 2 doses; a ascensao do
titulo de anticorpos apos a dose de refor-
¢o em individuos préviamente imunizados
¢ malis rapida com o toxoide fluido do gue
com o precipitado; as doses de reforco apéos
a imunizacdao basica se fazem necessarias
cada 5 anos quando é utilizado o toxoide
fluido enquanto com o precipitado o inter-
valo entre os reforcos pode ser prolongado
por 8 ou 10 anos; o toxoide fluido pratica-
mente nao apresenta efeitos colaterais, que,
entretanto, ocorrem com o toxéide precipi-
tado pelo alumen, manifestando-se, princi-
paimente, por dor no local da injecio e
mais raramente por eritema e induracao
15, 10, 16, 20, 21, 25, 29, 39).

Nao existe concordancia absoluta entre
0s pesquisadores sdbre as vantagens do uso
de um tipo de toxdide sobre o outro. O
trabalho inicial sébre o valor das respostas
munologicas em criancas com o uso de to-
x0ides tetanicos fluidos e adsorvidos foi rea-
lizado por Jones e Moss em 1936 (13 que

demonstraram que 2 injecdes de toxoéide
tetanico alume-precipitado imunizavam em
maior proporcio que trés injecées do to-
xo6ide fluido, tendo, contudo, verificado duas
reacées severas em 41 criancas vacinadas
com o toxoide precipitado. Nesta oportu-
nidade, todavia, ndo se havia estabelecido
a importancia do conceito de unidades flo-
culantes (Lf). Parish e Cannon (20) reco-
mendam a imunizacdo ativa com o toxoi-
de fluido em 2 doses com intervalo de 1 més
e uma 328 dose 8 a 12 meses apos.
O American College of Surgeons e The Mas-
sachusetts Public Health Laboratories (cit.
Brown — 3) utilizam tanto o toxdéide flui-
do como o precipitado, recomendando que
o esquema de vacinacao basica com o to-
x6ide fluido seja de 3 doses de 1 cm3 com
intervalos de 1 més e reforco apos 1 ano,
enquanto que o esquema com o toxéide pre-
cipitado é de 2 doses de 0,5 cm3 com inter-
valos de 1 més e reforco apos 1 ano. Em
1965 MacLennan e col (17) em estudo com-
parativo, empregaram 4 tipos de toxodides
tetanicos, a saber: toxdide fluido, toxodide
adsorvido pelo fosfato de aluminio, e dois
tipos de toxoides em emulsac de Oleo e
agua, sendo os dois primeiro com aplicacoes
de duas doses de 5 Lf com intervalos de 42
dias e os dois seguintes numa unica injen-
cdo de 10 Lf. Observaram respostas imu-
nclogicas superiores com o toxoide adsor-
vido e os toxdides emulsionados, ressaltan-
do, contudo, que uma das preparacdes oleo-
zas produziu reacOes toxicas severas o que
impossibilita seu uso em larga escala.
Peebles e col. (21) em estudo sobre o tem-
po de protecdo da vacinacdo e a necessi-
dade de doses de reférco utilizam o to-
xoide fluido na dose de 0,1 ¢m3 contendo
1 Lf como reforco de pacientes com imu-
nidade prévia, obtendo boas respostas anti-
toxicas. Rubbo (25) citando experiéncias
animais e no homem, refere niveis maiores
de antitoxinas com o uso de toxoide adsor-
vido do que com o fluido, nao achando ra-
zao a gue se continue a utilizagao do
toxs.de {luido, inclusive porque a resposta
em individuos com imunidade basica é tao
rapida com o toxdide adsorvido como o
fluido.

Acreditamos que as divergéncias exis-
textes eatre os diversos autores gue estu-
daram a profilaxia ativa do tétano. prova-
velmente e devem as caracteristicas dos
toxoides usados, devendo ser levado em
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QUADRO I1I

TOXOIDE TETANICO FLUIDO
1 em3 em 3 doses com 21 dias de intervalo

DOSAGEM DE ANTITOXINAS (U/ml)

Antes da 7.0 dia da 219 dia da 7.0 dia da 21.0 dia da
Vacinacao 1.2 dose 12 dose 2.2 dose 22 dose
< 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 e < 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 <2.0,01
< 0,01 < 0,01 < 0,01 > 0,01 > 0,01
- 0,01 <20,01 < 0,01 — = 0,01

7.0 dia da
3.2 dose

> 0,01

> 0,01

> 0,01

= 0,01

> 0,01

=05

= 0,5

| AV
o b
w [9]

VANV

21.0 dia da
3.2 dose
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consideracao, na avaliacdo dos resultados,

a poténcia em Lf des toxdides utilizados.

O numero de casos por nos estudados em
cada esquema de vacinacfo é pequeno para
que se obter conclusdes estatisticas sébre
as vantagens de um tipo de toxdide sdbre o
outro. Nao obstante, verificamos nesta pe-
quena amostragem que em 11 casos os ni-
veis de antitoxinas se elevaram a titulos
protetores ja com a primeira dose, tanto
com o0 uso de toxoide fluido como com o
alume, devendo-se considerar, porém, que
6 destas criancas apresentavam imunida-
de basica provocada por vacinacado prévia,
enquanto em 5 criancas nao se apurou
imunizacao anterior. A observacio de al-
gum grau de imunidade em pessocas nao
vacinadas tem sido referida por Tenbroeck
e col. (34) e Vakil e col. (35) que admi-
tem que a estimulacio antigénica da toxi-
na produzida no intestino pelo C. letani
possa ser responsavel por éste fato. Consi-
derando-se estas criancas notamos, por-
tanto, que os toxoides usados foram efica-
zes no sentido de elevar rapidamente os ti-
tulos de antitoxinas. Observamos que nas
criancas néao imunizadas anteriormente.
tanto o toxodide fluido como o precipitado
pelo alume promoveram niveis de antickr-
pos superiores aquéles considerados prote-
tores quando utilizedos em 3 doses com in-

tervalos de 21 dias. Verificamos, ainda,

2 Lf do toxoide precipitado pelo alume p

vocaram niveis protetores em todos os ca

ap6s a 2.2 dose basica enquanto com o

x0ide fluido na dose de 20 Lf obtivemos ¢
ticorpos protetores em 7 dos 9 casos apd
2.2 dose basica. Com o toxoide fluido

dose de 0,5 cm3 {10 Lf) houve necesside
da 3.2 dose para elevar os titulos prote
res em todos os ¢asos, sendo alcancad
nas criancas sem imunidade prévia, niv
menores do que os atingidos com a dose

1 cm3. Na dosagem final nio observam
diferencas significativas entre os titu
obtidos com 2 Lf do toxoide precipitado
os obtidos com 20 Lf de toxdide fluido. D
ve-se ressaltar a auséncia de para-efeit
com a utilizacao do toxoide fluido que oco
reram, porém, com o toxéide precipitac
manifestando-se principalmente por i
nomenos dolorosos no local da aplicacac
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QUADRO III
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ADENDO

CARACTERISTICAS DOS TOXOIDES
UTILIZADOS

I — PREPARACAO DA TOXINA TETANICA

1. Descricdo dos métodos e técnicas

a) Amostra Bacteriana

Foi utilizada uma variante do Clostri-
dium tetani I0C-54, existente na colecao
de anaerobios do Instituto Vital Brazil. A
amostra foi repicada diariamente, durante
15 a 20 dias, com a finalidade de induzir
a cépa a fermentar rapidamente o meio ée
Taylor (33) contendo 1% de glicose. AS
sementes foram incubadas 35-36°C. A par-
tir déste momento dispomos de um bacilo
produtor de toxinas de elevada poténcia ¢
producao uniforme;

bh) Meio de Cultura

Dentre os meios de cultura usuals, para
obtencao de toxinas tetanicas, o preposto
por Mueller e Miller (18, 19) é ¢ mals em-
pregado, nédo so devido a ser constituidoe
de minimas quantidades de substancias
alergizantes como também por ser um cul-
tivo que proporciona apreciaveis quantida-
des de toxinas (até 150 Lf).

MEIO de MUELLER-MILLEK
(Componentes por litro)

NOR- MODIFI-
MAL CADO
Digerido de caseina 225 ¢ 330 ml
Infusic de coracao
bovino .......... 50 mt 50 ml
Glicose ............ 11 g 11 g
Nacl ................. 25 mg
Na2 BHPO4 ......... 2 g 2 g
Mg S04 - TH20 .... G]l5 g 0,15 g
KH2 PO4 .......... 6,15 g 0,156¢g
Cistina ............ 0,25 ¢ —_—
Cisteina .......... —_ 0,25 ¢g
Tirosina .......... 056 ¢ 05 g
Pantotenato de cal-
cio ...l 1 mg 1 mg
Uracil ............. 25 mg 2,6 mg
Acido orotico ...... — 0,1 g

Tiamina (Cloridrato) 0,25 mg 0,25 mg

Riboflavina ....... 0,23 mg 0,25 mg

Piridoxina (Cloridra- 0,25 mg 0,25 mg
toy ...

Biotina ............ 25 g 25 g

Ferro reduzido ..... 05 g 05 g

O digerido do triptico de caseina foi por
nés adsorvido com fosfato de calcio para
remover as substancias inibidoras da toxi-
génese.

Os iIngredientes foram dissolvidos em
quantidade adequada-de &gua destilada.
distribuidos em recipientes de bdca larga
(5 litros do meio por frasco) e autoclavados
durante 20 minutos a 110°C.

Como pedemos notar, o meio de Mieller
e Miller contém como nutriente bacteriano
fundamental o digerido de caseina (“N-Z-
Case”, “Casitone” e “Trypticase’) compos-
tos ésses produzidos por firmas estrangei-
ras. Tal fato resulta na dificuldade de im-
portacao e alto custo, razdo pela qual re-
solvemos prepara-lo a partir da hidrolise
enzimatica da caseina pela paicreatina
(Fhillips Duphar 6 NF) ou como temos
preferido ultimamente, através do uso adi-
cional de macerado de pancreas de sulnes.
Devemos ressaltar que a digestio da casei-
na pelo extrato de pancreas de suino resul-
ta num produto eficaz e de baixo custo.

Para cobtencido do digerido de caseina uti-
lizamos a seguinte formula:

F. I FoOII
Caseina  ........... 1.0600 g 1.000 g
Fancreatina 6 NF 5 g
Extrato de pancreas _ 500 mi
Carbonato de sodio 10 g 10 g
Agua destilada g.s.p. 0L 10 L

O carbonato de sodic foi dissolvido na
agua destilada e a solucdo aquecida a 80°C.
Gradativamente e sob agitacio constante.
adicionamos a caseina até se tornar total-
mente dissolvida. Depois, resfriamos a so-
lucdo & temperatura ambiente e acrescen-
tamos o extrato de pancreas; juntamos fi-
nalmente, como preservative, 200 ml de clo-
roformio. A mistura obtida foi mantida em
estufa a 37°C durante 30 dias, e seu pH
ajustado a 7.0 — 7.2 com carbonato de cal-
cio, semanalmente.
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O extrato de pancreas é obtido do se-
guinte modo:

Pancreas de suinos (moido) 1.000 g

Alcool etilico .............. 500 ml
Acido cloridrico concentrado 5 ml
Agua destilada g.s.p. ...... 3.000 ml

O péancreas ¢ macerado em 1 litro de
agua; filtra-se em gaze dobrada e em se-
guida adiciona-se alcool acidulado, de acor-
do com a formula acima. Acondiciona-s2
em garrafdo Ambar e mantém-se em gela-
deira (4° C) durante 10 dias.

O meio de Mieller e Miller assim modifi-
cado foi preparado mediante a mesma téc-
nica proposta pelo autor & qual, no en-
tanto, introduzimos o &cido ordtico que se
revelou, comparativamente, excelente po-
tencializador da toxigénese;

¢) Semeadura e Periodo de Incubacio

A semeadura foi efetuada mediante a in-
troducdo de 5 mil do indéculo para cada
5.000, ml do meio de Mdueller e Miller mo-
dificado e incubado durante 7 dias a tem-
peratura de 34°C;

d) Filtracdo

Apos o periodo de incubacado as culturas
foram classificadas em filtros compostos de
poélpa de celulose com espessura aproxima-
da de 3 cm, acamado sbébre funil tipo Bu-
chner de aco inoxidavel. A toxina foi este-
rilizada por filtracao, sob pressdo negativa,
em velas de porcela tipo Chamberlain.

2. Métodos e técnicas de dosagem
a) Determinacido do poder floculante (Lf)

Foram obtidas toxinas com poder flo-
culante equivalente a 30 — 50 Lf/ml, veri-
ficadas com uma antitoxina tetdnica do-
sando 100 U.I./ml e produzida por diges-
tao péntica, sendo padronizada comparati-
vamente & amostra fornecida pelo N.I.H.;

b) Determinacdo do “Limens Mortins”
(L+) (40)

Verificamos na quase totalidade das to-
xinas obtidas a relacao de 10 L=~ para cada

Lf da mesma. O padrio utilizado na deter-
minacao do L4 procede da OMS e ¢ distri-
buido pelo Serum Institute of Copenhagen;

¢) Determinaciao da Dose Minima Mortal
(D.M.M.)

As toxinas foram retiradas dos diversos
lotes (garrafGes) logo apos a filtracao, sen-
do diluidas em concentracdes crescentes
desde 1:100.000 até 1:2.000.000, em solu-
¢ao peptonada e tamponada pelo fosfato
de sodio, de pH 7.4 e resfriada em geladei-
ra por ocasiio de seu emprégo, a fim de
manter-se inalterada a toxina tetanica.
Em seguida foi feita inoculaciao em cobaios
e em camundongos, aplicando-se por via
intramuscular 1 ml da diluicao e proceden-
do-se a leitura até 120 horas apds a ino-
culacio.

Nas diluicoes compreendidas entre
1:700.000 e 1:1.000.000 verificamos, com
maior freqiiéncia, a dose minima mortal de
nossas toxinas, sendo que cada Lf da toxi-
na tetanica corresponde de 10.000 a ......
20.000 D.M.M. para o camundongo.

II — PREPARACAO DO TOXOIDE
TETANICO FLUIDO

1. Detozxificacdo e provas determinativas
de inocuidade

A toxina tetanica produzida pelo método
acima descrito, com 30 a 50 Lf, foi conver-
tida em toxoide pela acdo do formol na
concentracdo de 04% e incubada a 35°C
durante 21 a 25 dias. O toxoéide assim ob-
tido passou a gser testado em cobaios de
330 a 380 gramas de péso, mediante ino-
culacao de 5 ml por via subcutanea, sendo
0s animais observados durante 21 dias e
pesados semanalmente. Findo o prazo de
observac¢ao, nao se apresentando sintomas
de intoxicacido tetanica nos animais, foi o
toxoide utilizado para concentracao e puri-
ficacdo. Ainda ao fim do periodo de obser-
vacao, receberam os animais, por via ve-
nosa e/ou cardiaca, a dose de 1 ml do to-
x6ide bruto, ndo se verificando sintomas
caracteristicos de choque anafilatico.

2. Concentracdo

Apods o processo de detoxificacdo, de mo-
do satisfatorio, foi o toxoide bruto subme-
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tido & ultrafiltracao e lavagem sucessivas
com solucdo salina a 9v/,, atraves de uma
membrana de colodio a 8% . Para impedir
a contaminacio do liquido, cobriu-se o©
mesmo com uma camada fina de toluol en-
quanto perdurou o processo. A membrana
de colodio foi moldada por imersao numa
solucao acética de algodao polvora. Velas
tipo Berkefeld (Senum de porosidade mé-
dia) foram utilizadas com o suporte da
membrana ultrafiltrante.

O meio de Miieller e Miller, tal como o
modificado, da origem a culturas intensa-
mente pigmentadas, apresentando colora-
cao castanho escura. Pela ultrafiltracao a
maior parte dos pigmentos e demais subs-
tancias nitrogenadas, bem como o0s sais
minerais, passam através do ultrafil-
tro, porém os componentes protéicos e an-
tigénicos sdo retidos e mantém-se dissolvi-
dos no liquido exterior. Apods sucessivas
adicdes de solucdo salina a 99/, ao con-
centrado, é éste libertado de grande parte
dos compostos inespecificos e de baixo péso
molecular.

O concentrado assim obtido representou
de 1:20 até 1:30 do toxdide bruto inicial.
A camada de tolueno foi separada por de-
cantacao e por filtracho através de papel
de filtro umedecido. Resultou, désse modo,
um concentrado praticamente livre de pig-
mentos, tendo em solucao os antigenos e
outras proteinas derivadas do C. tetani.

.
3. Precipitacdo das substdncias antigéni-
cas pelo sulfato de amonio

O liquido ultrafiltrado e libertado dos in-
gredientes impurificantes de baixo péso
molecular foi submetido a precipitacao pe-
lo sulfato de amoénio (NH4)2 S04 na con-
centracao final de 60%o de saturacao. Pa-
ra precipitacdo das fracdes antigénicamen-
te ativas, adicionamos 46 g de (NH4)2 S04
por litro de ultrafiltrado, deixamos repou-
sar durante 24 horas em temperatura de
2 a 4°C e coletamos o precipitado flutuan-
te com uma espatula de porcelana. O pre-
cipitado, gelatinoso, de coloracdo marrom
foi comprimido com a espatula até nao
mais libertar a solucdo original.

4. Didlise

Sendo distribuido ¢ precipitado em sacos
de papel celofane, sao ésses colocados em

panelas de aco inoxidavel contendo agua
destilada e resfriada a 2°C, permitiado-sc
entrada continua de agua destilada res-
friada a partir de depdsitos dispostos no
interior da camara frigorifica. A dialise
perdurou durante 4 a 5 dias, ocasido em que
o0 teor do liquido dialisado passou a apre-
sentar somente tracos de sulfato de amo-
nio (NH4)2 S04, o que foi verificado pelo
reativo de Nessler. O dialisado foi isotoni-
zado com cloreto de sodio e deixado em
congelador a -— 20°C, até ulterior mani-
pulacéao.

5. Preparacdo da membrana de colédio

Na obtencao das membranas para ultra-
filtracdo, devemos levar em consideracao
os diametros dos seus poros, éstes depen-
dendo da concentracdo de nitrocelulose em
acido acético. Quanto maior for a concen-
tracdo da nitrocelulose menor sera o dia-
metro dos poros da membrana. Utilizamos
velas de terra de infusérios tipo Serum
AGY9, mergulhadas em agua destilada e la-
vadas internamente através da passagem
de grande quantidade_de agua.

Apés isso, foram as velas esvaziadas por
succao com bomba de vacuo e deixadas in-
vertidas aproximadamente duas horas so-
bre papel de filtro. Ainda umidas e em
tais condi¢Ges, as velas foram imersas em
solucao acética de algodao polvora. A se-
guir, foram submetidas 3 pressao negativa
de uma potente bomba de vacuo durante
20 minutos.

Prosseguindo, retiramos lentamente as
velas da solucdo do colodio, permitindo que
o liquido escorresse uniformemente, evi-
tando a formacao de bdlhas de ar; rapida-
mente, mergulhamos as velas para coagu-
lacao do colédio em agua destilada e dei-
xamos durante 24 horas.

Os ultrafiltros obtidos foram entido lava-
dos demoradamente <com agua destilada
até nao apresentarem: reacio fortemente
acida ao papel indicador de pH (Merck).
Os filtros assim preparados puderam Ser
conservados em geladeira e em solucio fe-
nicada a 2% durante alguns meses, sem
alteracao de suas principais caracteristicas.

Na preparacao da solucao de nitrocelulo-
se temos utilizado algodao polvora da Fa-
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brica Nacional de Piquete, apresentando-
se praticamente séco, ndo havendo neces-
sidade de desseca-lo sob a acao desidra-
tante do hidréxido de sédio ou de potdssio.

O algodido pélveora foi manipulado com
extrema precaucdo por se tratar de subs-
tancias altamente inflamavel e explosiva.

Na preparacéo da sclucdo de colodio uti-
lizamos 480 g de algodao polvora dispersos
por agitacdo em 5 litros de acido acético.
A solucdo féz-se durante aproximadamente
20 dias com agitacdo diaria. Apds gquase
completa dissolucao, adicionamos uma so~
lucio recém preparada de 120 g de carbo-
nato de potassio em 800 ml de acido acé-
tico; misturamos convenientemente e com-
pletamos o volume para 6.000 ml. Isso
feito, deixamos em repolso e usames ao
fim de 48 a 72 horas.

As particulas de algodadc nfo dissolvidas
e as impurezas insoltveis foram separa-
das por decantacio ou filtracdo em filtro
de Buchner com uma camada de 1& de vi-
dro ..

-
6. Padronizacdo e ensaios com o
purificado

toxoide

téenica descrita por Ramon, para de-
io valer floculante do toxoide
nico, icn utilizada conm corientacio ha-
do produio.

A diluicso foi feita em golucao salina a
90/, adicionandc-se, como preservativo,
tiomerosal na concen final de
1:10060.

wtraca

As secuinte provas foram executadas:

a) Determinacao da antigenicidade, fei-
a de acdrdo com o “Minimu Requirements
for tetanus toxoid” ou segundo a Farmaco-
péia Brasileira (7:;

b)Y Poder de ligacdo (Lb ou B.U.) en-
tre antigeno e anticorpo, misturando-se
0.1 U.I. de antitoxina tetanica com dilui-
coes do toxoide, de modo a corresponder a
10 vézes o valor em Lf. Ao fim de 40 mi-
nutos de incubacdo acrescentamos toxinz
tetanica eqguivalente a 10 doses minimas
mortais em camundonzos (18-29 g) e guar-
damos novamente, pelo mesmo periodo de
incubacdo, em estufa a 37°C. Findo eésse

periodo, injetamos pela via intramuscular

a mistura. A morte ou a sobrevida dos ani-
mais indicam respectivamente o excesso
de antigeno ou de anticorpo;

¢y Prova de imunodifusio comparativa
antre o toxoide com uma toxina tetanica
com LI estabelecido por floculacio, pelas
determinacdes do L+ (limens mortis) e pela
verificacdo da dose minima mortal (d.m.m.)
em camundongos (18 a 20 g);

d) Prova de toxicidade em cobaios com
péso de 330 a 380 g, seguindo-se a injecao
de 5 ml do toxoide por via subcutanea, sen-
do os cobaios observados e pesados sema-
nalmente, durante 21 dias;

e) Prova de toxicidade em camundongos
com *péso de 18 a 20 g, por injecdo de 05
ml pela via venosa, observando-se os ani-
mais durante 24 horas

Uma vez estabelecida a poténcia do to-
x6ide tetanico purificado e concentrado,
este foi diluido em solucao isotonica tam-
ponada de cloreto de sodio, fosfato disddico
e monosédico e glicina na concentracao de
0,25 g . O produto final, com 20 Lf con-
téem como preservativo o tlomerosal na
cencentracio de 1:10000.

O produto foi entdo esterilizado por fil-
tracio a vela e uma vez mais fci testado
guanto & sua antigenicidade e esterilidade,
sendo finalmente envasado em frasco com
rolha de borrachs e selado com tampa de
aluminio.

III — METODO DE PREPARACAO DO TO-
XOIDE TETANICO COM ADJUVANTE

C toxcéide tetanico com adjuvante foi
cobtido pela precipitacao do toxdide bruto
pelo aliimen, obedecendo aos métodos de
preparacao estabelecidos inicialmente por
Glenny e Barr (9).

As reacdes quimicas que intervém na pre-
cipitacAdo pelo alume, das fracées antigéni-
cas dos toxoides brutos, estdo relacionadas
com seu pH inicial e com a presenca de bi-
carbonato, fosfatos inorganicos, proteinas
e proteoses existentes no meio de cultivo.

O bicarbonato e as substancias de natu-
reza alcalina reagem com o alume para dar
origem aoc hidroxido de aluminio AltOH),,
enquanto as proteinas derivadas do C.
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tetani podem produzir, segundo Holt, (11)
uma anatoxina aluminada. Os fosfatos
sdo encontrados em relativa proporeao
ncs meios de Taylor e de Mielier-Miller.

No produto obtido por nés o precipitado
é formado principalmente por hidroxido de
aluminio e matérias organicas adsorvidas
{proteinas e pigmentos).

Apds a precipitacdo o toxoide foi lavado
exaustivamente mediante o sistema de si-

fao fechado, sendo preservado com tiome-
rosal a 1: 10000.

O produto ¢é padronizado dz2 acérdo com
a Farm. Bras. (7) de modo a coater um
minimo de 2 unidades na mistura dos soros
de 6 cobalos pesando aproximadamente
500 2 e inoculados por via subcuténea 42
dias antes de serem sangrados. O produto
foi testado quanto ao seu poder floculante,
tendo-se encontrado 2 Lf por ml.
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