te letal que acomete os mamiferos. A pato-
genia da doenga envolve a penetracéo de
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AVALIACAO DA POTENCIA DE VACINAS CONTRA Clostridium tetani
COMERCIALIZADAS NO BRASIL
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RESUMO: O tétano € uma sindrome neuroldgica infecciosa ocasionada pela a¢ao
da toxina tetanica, produzida por Clostridium tetani, que age no sistema nervoso
central, caracterizando-se por um quadro de paralisia espéastica. Neste trabalho foi
avaliada a poténcia de oito vacinas comerciais contra clostridioses que continham
em sua composicdo C. tetani, pela titulagdo de antitoxina tetanica em soro de coe-
Ihos e cobaios vacinados, empregando-se a técnica de soroneutralizagdo em ca-
mundongos. As vacinas codificadas como T2, T4, T5 e T8 apresentaram, em coe-
Ihos e cobaios, titulos superiores ao nivel minimo exigido no teste de 2,5 Ul/ml, reco-
mendado para controle desse produto. As vacinas T1, T3, T6 e T7 n&o induziram
titulos protetores. Os resultados demonstram que 50% das vacinas contra C. tetani
testadas, comercializadas no Brasil, foram ineficientes em estimular titulos sorol6-
gicos compativeis com os niveis de teste recomendado.

Termos para indexacdo: clostridioses, tétano, toxina tetanica, vacina.

EVALUATION OF THE POTENCY OF VACCINES AGAINST Clostridium tetani
COMMERCIALIZED IN BRAZIL

ABSTRACT - Tetanus is an infectious neurological syndrome caused by the action of
the tetanus toxin, produced by Clostridium tetani, which acts in the central nervous
system, characterizing itself by a spastic paralysis scenario. The antibody response
to the C. tetani component of eight commercial vaccines was evaluated by the mice
serum neutralization test with rabbit and guinea pigs sera. T2, T4, T5 and T8 induced
titles of C. tetani antitoxin superior to the recommended minimum title of 2.5 IU/ml.
The vaccines T1, T3, T6 and T7 did not induce protection titles. A total of 50% of the
C. tetani vaccines commercialized in Brazil were unable to induce the minimum
antibody response recommended for the approval of the product.

Index terms: clostridiosis, tetanus, tetanus toxin, vaccine.

INTRODUCAO esporos de Clostridium tetani em feridas,

com consequente multiplicacdo e producéo
O tétano € uma toxi-infeccdo altamen- de uma potente neurotoxina, a tetanopas-
mina. Essa age no sistema nervoso cen-
tral bloqueando a liberagéo de neurotras-
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missores inibitérios nas fendas pré-
sindpticas, principalmente a glicina, levan-
do ao quadro de paralisia espastica (LINK
etal., 1992).

Devido as caracteristicas ecolégicas de
C. tetani, aliadas aos fatores predisponen-
tes, a principal medida de controle da doen-
¢a é a utilizacdo de toxdides que visam a
reducdo da mortalidade e das consequen-
tes perdas econémicas. Embora ndo exis-
ta notificagéo oficial sobre a ocorréncia de
tétano nos animais, estima-se que aproxi-
madamente 70% dos acometidos venham
a Obito (LATHAM et al.,1995).

As vacinas comercializadas no Brasil
contra as clostridioses sdo compostas de
multiplos antigenos e as normas para con-
trole desses produtos biolégicos estao de-
finidas na legislacado do Ministério da Agri-
cultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA
(BRASIL, 1997).

No Brasil sdo produzidas em torno de
140 milhdes de doses de vacinas clostri-
diais a cada ano, comprovando a grande
utilizagdo desses imundgenos. Entretanto,
apenas a bacterina contra Clostridium
chauvoei e os toxoides botulinicos C e D
séo submetidos ao controle oficial. No Bra-
sil, varios foram os trabalhos realizados
para avaliar a eficiéncia das vacinas clos-

tridiais comercializadas (LOBATO, 1989;
AZEVEDO et al., 1998, LOBATO et al.,
2000; DIAS, 2003; LOBATO et al., 2004,
NASCIMENTO et al., 2004) e demonstra-
ram que a maioria dos imunégenos nao
estimulou niveis minimos de anticorpos
neutralizantes compativeis com os dos tes-
te recomendados para controle destes pro-
dutos.

Em razdo da inexisténcia de um con-
trole oficial que ateste a qualidade das vaci-
nas contra C. tetani, objetivou-se avaliar a efi-
ciéncia de oito vacinas comerciais, mono e
polivalentes que continham em sua compo-
sicao toxoide tetanico, através de testes de
poténcia, esterilidade e inocuidade.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas oito vacinas de labo-
ratorios veterinarios que, nos anos de 2004
e 2005, comercializavam no Brasil vacinas
mono e polivalentes que continham toxdide
tetdnico em sua composi¢do. Como con-
trole positivo foi utilizado um toxdéide tetani-
co padrao contendo 340 Ul por ampola, for-
necida pela Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio
de Janeiro, Brasil (FIOCRUZ). Como con-
trole negativo foi utilizada salina estéril a
0,85% (Tabela 1).

TABELA 1 — Composicao das vacinas contra clostridioses e controles utilizados

Vacina Composicao

T1 C. tetani

T2! C. tetani

T3 C. chauvoei, C. septicum, C. perfringens tipos B, C e D, C. novyi, C. sordellii e
C. tetani

T4 C. chauvoei, C. septicum, C. perfringens tipo D, C. novyi tipo B, C. tetani,
Corynebacterium pseudotuberculosis ovis e moxidectina

5 C. chauvoei, C. septicum, C. perfringens tipos B, C e D, C. nowyi tipo B, C.
sordellii e C. tetani

T6 C. tetani

T C. chauvoei, C. septicum, C. perfringenstipos A, B, C e D, C. novyi tipo B, C.
sordellii, C. tetani e C. haemolyticum

T8 C. chauvoei, C. septicum, C. perfringenstipos A, B, C e D, C. novyi tipo B, C.

sordellii, C. tetani, C. haemolyticum

Toxdide tetanico padréao
Salina estéril a 0,85%

Controle Positivo
Controle Negativo

! Vacinas produzidas pelo mesmo fabricante.
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Para a realizagdo do teste foi empre-
gada uma toxina tetanica padronizada ao
nivel L+/10 (menor quantidade de toxina que
guando misturada a 0,1Ul de antitoxina pa-
drdo homologa, causa a morte de 100% dos
camundongos inoculados, num periodo de
72 horas), segundo a BRITISH PHARMA-
COPEIA (1998), e antitoxina padrdo conten-
do 1000UI por ampola adquirida do National
Institute Biological Standart and Control
(NIBSC, Inglaterra).

Na avaliacéo da inocuidade foram utili-
zados, por vacina, cinco cobaios adultos,
(Cavia porcellus), linhagem English Short
Ear, fémeas, com pesos variando entre 350
e 450 g, cedidos pelo Biotério do Laborato-
rio Nacional Agropecuério do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento em
Pedro Leopoldo, Minas Gerais (LANAGRO/
MG). Os animais foram inoculados por via
subcutanea com 2 ml da vacina (BRASIL,
1997). No teste de esterilidade foi inocula-
do 0,5ml de cada vacina em quatro tubos
contendo 20 ml de caldo tioglicolato (Difco
Laboratories LTDA, USA) e em quatro tu-
bos contendo 20ml de caldo sabouraud
(Difco Laboratories LTDA, USA), sendo dois
tubos de cada meio incubados em ambi-
ente de anaerobiose e os outros dois em
ambiente de aerobiose, todos a 37°C por
21 dias, realizando-se leituras diarias (BRA-
SIL, 1997).

No teste de eficiéncia, para cada imu-
nogeno foram utilizados oito coelhos adul-
tos, (Oryctolagus cuniculus), raca Nova
Zelandia, fémeas, com pesos variando en-
tre 1,8 e 2,6 kg e oito cobaios adultos. No
grupo controle positivo, 0s animais recebe-
ram inoculacdes contendo 0,75 ml de to-
x6ide padrao reconstituido, nos dias zero e
21. Asangria foi realizada no 35° dia ap6s a
primeira inoculacdo. No grupo controle ne-
gativo, a vacina foi substituida por salina
estéril a 0,85%. Nos outros oito grupos,
cada animal foi vacinado com a menor dose
recomendada pelo fabricante, nos dias zero
e 21. Asangria foi realizada no 35° dia ap6s
primo-vacinacdo e 0s soros obtidos em
cada grupo foram misturados em partes
iguais, constituindo-se um pool, e armaze-
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nados a -20°C até a realizacdo dos bioen-
saios (BRITISH PHARMACOPEIA, 1998).

O teste de poténcia foi determinado
pela técnica de soroneutralizagdo em ca-
mundongos. Utilizou-se 1,0 ml de toxina
contendo 1,0 Ul (10L+/10) misturado a 1,0
ml do soro de coelhos e cobaios, ndo dilui-
do e nas diluigbes: 1:2; 1:2,5; 1:5; 1:10; 1:20.
Cada mistura foi homogeneizada, incuba-
da a 37°C por 60 minutos, e inoculada na
dose de 0,2 ml por via endovenosa, em dois
camundongos por diluigdo, (Mus
musculus), raca Swiss, linhagem Webster,
fémeas, com pesos variando entre 17 e 22
g. Os animais foram observados por 72
horas, registrando-se as mortes ocorridas.
A vacina foi aprovada no teste de poténcia
guando o titulo do pool de soros dos coe-
Ihos ou cobaios imunizados fosse igual ou
superior a 2,5Ul/ml (BRITISH PHARMACO-
PEIA, 1998).

A analise estatistica empregada para
comparar os resultados dos titulos de anti-
corpos obtidos em coelhos e cobaios foi
calculada utilizando a correlagéo néo para-
métrica de Spermam (SAMPAIQO, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na padronizacao da toxina tetanica no
nivel de teste L+/10, o titulo foide 1770 L+/
10/ml. Nos testes de inocuidade e esterili-
dade, todas as vacinas testadas estavam
dentro dos padrbes determinados pelo
MAPA (BRASIL, 1997).

O resultado da titulagdo dos soros de
coelhos e cobaios vacinados séo apresen-
tados na Tabela 2. No pool de soros de co-
elhos e cobaios imunizados com o toxoide
tetanico padrao, observou-se titulo de anti-
toxina tetanica de 2,5Ul/ml, nivel minimo
exigido no teste de poténcia. Resultado se-
melhante foi observado nos soros de coe-
Ihos vacinados com a vacina T5. As vaci-
nas T2, T4 e T8 induziram em coelhos titu-
los de 7,2 Ul/ml, 6,0 Ul/ml e 5,0 Ul/ml, res-
pectivamente. Essas vacinas apresenta-
ram titulos de anticorpos superiores ao ni-
vel minimo de 2,5 Ul/ml preconizado pela
BRITISH PHARMACOPEIA (1998). As va-
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cinas T2, T5 e T8 induziram em cobaios
niveis de anticorpos de 7,2 Ul/ml, 3,0 Ul/ml
e 5,6 Ul/ml, respectivamente, superiores ao
nivel minimo preconizado. Nos soros dos
cobaios e dos coelhos vacinados com T1,
T3, T6, T7 e salina estéril a 0,85%, nado fo-
ram detectados anticorpos neutralizantes

com o nivel de teste empregado. A vacina
T4 foi testada em cobaios, entretanto por
possuir em sua composi¢cdo moxidectina,
antiparasitario letal a essa espécie animal,
cinco dos oitos cobaios inoculados vieram
a Obito, tornando os dados desse ensaio
inconsistentes.

TABELA 2 - Titulos de antitoxina tetanica em pool de soro de coelhos e cobaios vacina-

dos
Vacina Titulo Ul/ml (cobaios) Titulo Ul/ml (coelhos)
T1 - -
T2 7,2 7,2
T3 - -
T4 NT 6,0
T5 3,0 2,5
T6 - -
T7 - -
T8 5,6 5,0
Controle positvo 2,5 25

Controle negativo -

NT = néo testada

Comparando os resultados obtidos em
cobaios e coelhos foram observados titu-
los de anticorpos iguais para vacina T2 e
toxdide padrédo. Ocorreram variacées nos
titulos de antitoxina para as vacinas T5 e
T8. Em ambos resultados os titulos foram
superiores ao titulo minimo exigido, indican-
do que, para os testes de vacinas antiteta-
nicas, podem ser utilizados tanto coelhos
guanto cobaios, pois existe associacao
entre os titulos obtidos para ambas as es-
pécies, com correlacao de 99,58%.

Ressalta-se que, mesmo sem a im-
plantacdo do controle oficial de todos os
componentes das vacinas contra clostridio-
ses, a Lei 8.078 (BRASIL, 1990), consagra-
da como Cédigo de Defesa do Consumi-
dor, estabelece clara responsabilidade do
fabricante pela qualidade de seus produtos
enquanto que a Portaria 301 (BRASIL,
1996), do MAPA, em seu Artigo 21 exige que
toda partida de produto biolégico, antes da
comercializacdo, devera ser submetida,
conforme o caso, aos seguintes controles:

esterilidade, pureza, inocuidade, eficacia,
sorologia, poténcia/imunogenicidade.

Estudos ja citados, realizados no Bra-
sil e 0 presente experimento com C. tetani,
tem demonstrado que, em sua maioria, as
vacinas contra clostridioses nao induzem
respostas imunes adequadas.

CONCLUSAO

As vacinas comercializadas no Brasil
de uso veterinario, contra C. tetani, foram
em sua maioria, ineficientes em estimular
titulos sorolégicos compativeis com o0s ni-
veis de teste recomendado para este pro-
duto, indicando a necessidade urgente do
controle da eficiéncia destes imundgenos.
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