unes p j;ir’s UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
A/ "JULIO DE MESQUITA FILHO"

CURSO DE MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

FABIANA LARA CASTOR DA NOBREGA

RESPOSTA HUMORAL DE OVINOS VACINADOS COM TOXOIDES

BOTULINICOS CED

ARACATUBA - SP
2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



unes p j;ir’s UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
A/ "JULIO DE MESQUITA FILHO"

CURSO DE MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

FABIANA LARA CASTOR DA NOBREGA

RESPOSTA HUMORAL DE OVINOS VACINADOS COM TOXOIDES

BOTULINICOSCED

Dissertacdo de Mestrado apresentada a
Faculdade de Odontologia de Aracatuba
da Universidade Paulista *“Julio de
Mesquita Filho”- UNESP, como parte dos
requisitos para a obtencdo do titulo de

Mestre em Ciéncia Animal.

Orientador: Prof. Dr. Iveraldo dos Santos Dutra

ARACATUBA - SP
2007



DEDICO

A Deus.
A minha avé Zelfa e ao meu avd Eidir fiemorian), pelo amor incondicional, apoio,
credibilidade e incentivo aos meus estudos.
Ao Rafael, por estar ao meu lado sempre e me mostrar que a vida nao é taudiitoil
parece.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Prof. Dr. Iveraldo dos Santos Dutra, pela confian¢zade e por sua
valiosa colaboracédo, imprescindivel para a realizacdo deste trabalho.

Aos meus pais, Selma e Einar, e a minha irma Tatiana, pehth@adedicacdo e amor
incondicional.

A Profa. Tereza Cristina Cardoso, por ceder seu laboratério, aetderéncia espontanea
de seus conhecimentos e pela adoravel convivéncia.

A Vera C. L. M. Curci, pela amizade sincera, pelo companheirismpela forca nos
momentos dificeis.

A Rosa Maria Ferreira, pela amizade e pelos ensinamentssdpascom tanta paciéncia e
dedicacéo.

Ao Adao, pela prontiddo em ajudar nas coletas, momentos cansativos, mas divertidos.

A Profa. Caris, Nunes pelas dicas e pela colaboracdo naag@ali da dosagem de
proteinas das toxinas.

A Profa. Silvia Helena Venturolli Perri, pela realizacdo daglises estatisticas e
sugestoes.

A Isabel Pereira Matos, Fatima e Alexandra — UNESP- Canfragatuba, pela
colaboracéo, paciéncia, presteza e dedicacéo.

Aos colegas do mestrado: Nandressa, Claudia, Flavia Delbema@sisBruno, Caio,
Heitor, Flavia Feres, Adriana, Gisele, Verdnica, Rodrigo, Dafiglago pelo adoravel
convivio e pelas brincadeiras nas tardes quentes de Aracatuba.

A Gilmara pela convivéncia amiga e pela colaboracdo na lavalgertodo material
utilizado para a realizagéo dos ELISA.

Ao Arnaldo dos Santos Vieira Filho, pela confianca e receptibilidadeigpedo que o
experimento fosse realizado com seus animais.

Ao Laboratério Nacional Agropecuario (Lanagro) de Pedro Leopoldo—-Md pe
fornecimento das antitoxinas e pela titulacdo da antitoxina produaiddNESP, em
especial ao Dr. Mauricio Carvalho.

A Universidade Estadual Paulista, pela viabilidade da realizacdo do mestrado.



NOBREGA, F.L.C.Resposta humoral de ovinos vacinados com toxéides botulinicos
tipo C e D. 2007. 41 f. Dissertacado (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista, Aracatuba, 2007.

RESUMO
Foi avaliada a resposta imune de ovinos vacinados com toxoides botutiomgerciais.
Os animais dos Grupos (n=10) 1 e 2 foram vacinados com os toxoidestasaC e D, o
Grupo (G) 3 recebeu a vacina polivalente contendo bacterinas e toxi@destros
Clostridium.e os pertencentes ao Grupo Controle nédo foram vacinados. O refor¢cd vacina
foi realizado aos 42 dias apds a dose inicial, e 0s niveis séric#tiderpos contra as
toxinas C e D foram avaliados pelo teste de ELISA indiretsatdesacinagao, 15, 42, 90
e 180 dias apés a primovacinacao. Aos 15 dias da avaliacdo todos os grinaxsosac
apresentaram um aumento significativo (p<0,05) nos titulos de anticuntna as toxinas
C e D, com amplitude significativamente superior nos niveisitieogpos contra a toxina
C nos animais do G2 e contra a toxina D nos animais do G1. Aos 42 diasigiacao
primaria houve uma queda significativa nos niveis de anticorpos cdottena C nos trés
grupos vacinados. Em relacdo a toxina D, somente o G1 apresentaungsediveis de
anticorpos. Apos o refor¢o vacinal dos grupos, quando avaliados aos 90 diasywbser
novamente um aumento significativo nos niveis de anticorpos contra a @xioa trés
grupos, entretanto ndo houve variacdo nos niveis de anticorpos contra a toxina [@oAo lon
dos 180 dias, o G2 apresentou, contra a toxina C, niveis de anticorpasrespao
apresentado pelos outros grupos, porém contra a toxina D ndo houve vagaifi@atsia

entre 0os grupos analisados ap0s o refor¢o vacinal.

Palavras-chave: Botulismo, vacina antibotulinica, resposta imune, ovinos.
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D. 2007. 41 f. Dissertacédo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, UniverEistadeal
Paulista, Aracatuba, 2007.

ABSTRACT

The immune response from sheep vaccinated against commercial lrotidiroids was
evaluated. The animals from Group (n=10) 1 and 2 were vaccindtediwalents toxoids
C and D, the Group (G) 3 received the polyvalent vaccine contained tdramisother
Clostridiumand non-vaccinated animals were used as a control group. The booster dose
was realized at 42 days after the initial dose and the antibledels against C and D
toxins were evaluated by indirect ELISA, before of vaccinatiodh &5, 42, 90 and 180
days after vaccination. At 15 days, the antibody level was signify higher (P<0,05)
against toxin C and D in all vaccinated groups, with antibodies leggmst toxin C
significantly higher (P<0,05) in the animals from G2 and agamsh D in the animals
from G1. At 42 days of primary vaccination the antibodies levelsnag#xin C in the
three vaccinated groups, while only the levels antibodies against@okom G1 showed
a decrease. After the booster dose, at 90 days, a significagtigrhin antibody levels
against toxin C was observed, while no difference was observed againsD antibody
levels. During 180 days, the G2 presented against toxin C antibodg lagber than
presented by other groups, however against toxin D wasn't signifieaiation between

the groups after the booster dose.

Keywords: Botulism, botulin vaccine, immune response.
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura esta se destacando como a atividade de producad qnémaais
cresce no pais, pois existe uma crescente demanda por cacoedéieo. O pais tem
potencial para ser o maior produtor de carne ovina do mundo; certarnantgrande
impacto socioeconémico no meio rural. Na Australia e Nova Zelandia, estd®
concentrados 0os maiores rebanhos ovinos, existem grandes perdas exoraEmas,
causadas por diversas enfermidades e dentre elas destaca-séismdotNo Brasil, a
enfermidade tem importancia crescente e estd relacionatificdéncia de fosforo e
proteina que os animais adquirem quando ndo devidamente suplementados.

A enfermidade é causada pela acdo de toxinas de naturezagpput&luzida pelo
Clostridium botulinumS&o conhecidos sete tipos antigenticamente distintos de toxina: A-
G, e a doenca em animais pecuarios é causada principalmente pelos tipos C e D.

Os ovinos contraem a intoxicacao pela ingestdo de carcacas, ™a foesa que
0s bovinos. Essa sarcofagia nos ovinos € mais acentuada nos mesesdepovéalta de
alimentacédo protéica na pastagem. Surtos de botulismo sédo obseainadosm bovinos e
ovinos que consomem pastagens adubadas com esterco ou cama de frango ou que
consomem agua contaminada com carcac¢as de animais mortos.

Dentre as medidas de controle preconiza-se principalmente a sofdeéao de
fésforo e proteina, a utilizacdo de dgua e alimentos de boa quadidadeunizacdo ativa
com toxoide bivalente C e D.

Diante da auséncia de trabalhos relacionados com a mensuraedpakia imune
de ovinos a vacinag¢ao com toxoides botulinicos C e D, o presente estudo avaliou a resposta
imune de ovinos, pelo teste de ELISA, de vacinas antibotulinicasemigal C e D

comerciais e uma vacina polivalente contra clostridiose contendo ainda osgoxoide



2 REVISAO DE LITERATURA

O botulismo em ruminantes € uma intoxicagdo com alta letajigaoocada pela
ingestdo de neurotoxinas previamente formadas @dtstridium botulinum. Este
microorganismo pertence ao géné&iostridium,que compreende um grupo de bactérias
anaerobias, Gram-positivas, formadoras de esporos e produtorasnds.t@lostridium
botulinumse encontra sob a forma de esporos no solo, na agua, em conservdaratnee
no trato digestivo dos animais.

Sao conhecidos 7 sorotipos de toxinas botulinicas designadas pakg\|eB, C,
D, E, F e G. As toxinas A, B, E e F sao responsaveis pelo botulmnhomanos (ACHA;
SZYFRES, 1986), enquanto as toxinas C e D causam 0 botulismo emequags,
ovinos, bovinos e em outros animais (SMITH, 1977).

As toxinas botulinicas sao reconhecidas como as mais potentegate brologica
(SAKAGUCHI, 1982). Estas toxinas sao trezentas vezes mais ldb que a toxina
diftérica e a ricina (MIDDLEBROOK; SIMPSON, 1989). Ela ahlaqueando a liberacdo
de acetilcolina dos terminais nervosos nas juncdes neuromusculasss)dmaa paralisia
(BURGEN et al. 1949; GURDERSEN, 1980). A toxina age lligando-se amabécula
receptora nos terminais nervosos periféricos, entdo o complexo tegeyaar sofre uma
endocitose, e em uma terceira etapa a toxina no interior da bédglueia a liberacdo do
neurotransmissor (ATASSI; OSHIMA, 1999; ROSSETO et al., 2001).

O botulismo em ovinos domésticos foi primeiro documentado na Australia em 1928
e durante anos foi considerada entre todas as enfermidades aispe waiores perdas
econbmicas anuais, até a vacinacao ser instituida (BENNETS; HALL, 1938).

Os ovinos ndo apresentam a paralisia flacida tipica de oufpésiess até os
estagios finais da doenca. Ha rigidez durante a marcha e incagéde bem como alguma

excitabilidade nos estagios iniciais. A cabeca pode estardaplaizralmente ou curvar-se



para cima e para baixo, enquanto o animal caminha (KRIEK; ODENDA994;
RADOSTITS et al., 2000), séo evidentes também os espasmos dord@afradp cauda, a
salivacao excessiva e o fluxo nasal intenso (SMITH, 1977).

As lesBes macroscoOpicas encontradas em ovinos cuja causa dafaonoote
botulismo sdo: acumulo de fluidos em cavidades, edema pulmonar hemaimgi
epicardio, congestao da mucosa do intestino delgado e sugestiva fdtéocracao (VAN
DER LUGGT et al., 1995).

Surtos de botulismo em bovinos sdo causados pelas toxinas C e Roe est
associados a osteofagia, a ingestdo de alimentos e 4gua contaminados (RQIIRA

Apo6s a morte do animal, mesmo ndo tendo sido acometido pelo botulismo, mas
tendo esporos d€lostridium botulinum sdo criadas condi¢cdes para a formacéo de sua
toxina no cadaver. Nessa situacdo, produzem toxina inclusive dentro dos, o0s
principalmente nas costelas (RIBAS et al., 1994), sendo essasasaimates potenciais de
intoxicacao durante varios anos (TOKARNIA et al., 1970).

Como no botulismo bovino, em ovinos a deficiéncia de fosforo nas pastagens induz
0s animais a osteofagia. No entanto uma dieta pobre em prote@rd®ielratos é também
responsavel pelo botulismo em ovinos, levando os animais a sarcofagia (SMITH, 1977).

A intoxicacdo com as toxinas C e D ocorre também pelo empregamda de
frango para alimentacdo de animais confinados e semiconfinapasa ea adubacao de
pastagens, e muitas vezes ha a presenca de cadaveres em de@onfp@&G et al.,
1990; JEAN et al.,, 1995; DUTRA et al.,, 2005). A Veterinary LaboratoAgency’s
(2006) relatou o surto de botulismo em ovelhas prenhes que se alimedt&arpasto
fertilizado com cama de frango; no episédio morreram 80 ovelhas, de um total de 230.

Em alguns paises do hemisfério sul e no Brasil foram relatasibss sde

intoxicacdo botulinica de origem hidrica em bufalos e bovinos devido sangee de
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carcacas nas cacimbas construidas com a finalidade de forlgear aos animais
(LANGENEGGER; DOBEREINER, 1988; DUTRA et al., 2001; SOUZA kf 2006).
Em um parque na Califérnia, a morte de 45 ovinos silvestres foi dailduingestdo de
agua contaminada proveniente de tanques onde carcacas de animaisrfooatmadas
(SWIFT et al., 2000).

Sete surtos da intoxicagdo em bovinos foram descritos por Duwita(2001). Os
dados clinico-patolégicos, epidemiolégicos e os achados laboratoria@rarndia possivel
ingestdo da toxina botulinica por meio da agua contaminada. As cirmciast&m que
ocorreram 0s surtos estiveram relacionadas com a existénaiarcicas de animais
decompostas ou matéria organica vegetal na agua.

Na Africa do Sul, Van der Lugt et al. (1995) verificaram, poriomde
soroneutralizagdo em camundongos, que a toxina botulinica tipo C e mratbsgram
dois surtos de botulismo, atribuidos a ingestédo de alimentos malvaasgrem que 429
ovinos morreram.

Dutra et al. (2005) descreveram sete surtos da intoxicacdo enodae corte e
leite alimentados com cama de frango, ocorridos nos estados éadae Minas Gerais
entre 1989 e 2000. De um total de 1.535 animais alimentados regularorardecama de
frango, 455 (29,64%) morreram em um periodo que variou de 2 a 4 semanasenggpre
de esporos delostridium botulinumfoi detectada em amostras de cama de frango
colhidas nas sete propriedades. Nas amostras de figado, liquido rumiriaktmal,
provenientes dos 30 animais necropsiados, foi possivel detectar tdahdmicas
pertencente ao complexo CD.

As medidas de controle do botulismo estéo relacionadas principalatentanejo
sanitario dos animais. Entre estas medidas destaca-se o mdegjmdo do ambiente,

com a retirada dos cadaveres da pastagem, suplemeniatgitarl adequada, a vacinacao
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antibotulinica (DOBEREINER et al., 1992; DUTRA; DOBEREINER, 1995)oe
isolamento de fontes de agua estagnada suspeita de contaminacgao.

A eliminacéo correta de cadaveres das pastagens é uma medidméntal e tem
a finalidade ndo somente de impedir que os animais tenham acesso as fontescdeédntoxi
mas também evitar a contaminacdo ambiental pelos esporGsosteidium botulinum
(KRIEK; ODENDAAL, 1994; DUTRA ; DOBERAINER, 1995).

Filmer (1937) encontrou botulismo em ovelhas, cujo conteddo sanguineo de fosforo
era normal, observou que o fornecimento de fésforo no campo néo previne snimtuli
como quando feita a suplementacéo de racdo com aveia, trigo ou farelo de linho.

A suplementacao de racdo com proteinas e carboidratos sepamgosvidem o
botulismo, sendo necessario o fornecimento conjunto dos dois nutrientes (SMITH, 1977).
Assume importancia fundamental para a reducdo da mortalidadéqgialsmo,
em ovinos e bovinos, a imunizacdo ativa pela vacinacdo com toxodide biv@lent®
(DOBEREINER et al., 1992; DUTRA; DOBEREINER, 1996; STEINMANat, 2006).

Na Africa do sul e na Australia, onde se encontram os maidrashes ovinos do
mundo, a imunizagéo ativa contra o botulismo tem sido utilizada desde #888,assim
uma pratica rotineira no manejo sanitario dos rebanhos bovinos e ovintigamnaem
areas com potencial de ocorréncia de botulismo (KRIEK; ODENDAAL, 1994).

Nao existem informacdes definitivas sobre a quantidade de toxigasda pelos
animais na intoxicacdo. Nestas circunstancias, o nivel de ingienitiecessario para os
animais expostos ao material toxico ndo pode ser reconhecidotica, éndo, portanto,
necessario fornecer o mais alto grau de imunidade possivel (JANSEN et al., 1976).

As primeiras vacinas utilizadas na prevencéo do botulismo foram desenvolvidas por
Benets e Hall (1938) e por Manson et (@938), na Australia e na Africa do Sul. No

Brasil, a utilizacdo de vacinas antibotulinicas se deu na déleadd, a partir do primeiro
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diagndstico da doenca (TOKARNIA et,a970). Em paises como a Australia e Africa do
Sul, a imunizacdo de bovinos contra o botulismo epizo6tico provocado pela toxina
botulinica tipos C e D € feita desde a década de 1930 (BENNHASL, 1938;
MANSON et al, 1938).

Nos ultimos anos ocorreu um crescimento significativo na producao de iemarsog
no pais, entretanto a eficiéncia desses tem sido questionadasgopaoristantemente tém
sido langadas novas vacinas no mercado (QUEIROZ, 2001).

Ao avaliar a poténcia de vacinas contra a toxina botulinica, comparansGide
tipo C em camundongos, cobaias e martas, Pranter (1976) observou queassteatadas
mostraram-se eficientes, cumprindo as taxas de sobrevivéndiademas diluigbes. No
teste realizado nos cobaias, uma dose Unica de 1 mL via subcrgéosendada pelo
fabricante conferiu o titulo de 0,4 Ul/ml ndo atingindo o nivel minimé ¢H/ml para o
sorotipo C. Entretanto, quando avaliados aos 10 dias apds a revacinacdojsogenive
anticorpos atingiram 6,5 Ul/mL, ultrapassando os titulos minimos de protecéao.

A eficiéncia de imunégenos antibotulinicos bivalentes C e D provesiatge
laboratorios produtores de vacinas no Brasil foi avaliada por Lobato (I&9yerificou,
utilizando a técnica de soroneutralizacdo em camundongos, a prdsdmgaos niveis de
antitoxinas nos soros de bovinos vacinados.

Dutra e Dobereiner (1996) avaliaram a eficiéncia de uma vdootalinica
bivalente C e D de origem australiana em bovinos. O teste faad@ no campo, com
desafio natural e em animais primo-vacinados. Foi comprovada ai@filzavacina, pois
ocorreu a morte de 31 animais nao vacinados e de apenas um vacinado.

Ainda utilizando o teste de soroneutralizacdo em camundongos, Lobato et

(1999) constaram que os niveis de anticorpos de bovinos que receberam dsiate dose
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reforco, eram maiores duas semanas ap0s o refor¢co, demonstranda assessidade de
dose reforco para alcancar altos niveis de anticorpos.

A resposta humoral de cobaias e bovinos vacinados com trés toxdides
antibotulinicos bivalentes tipos C e D comercializados no Brasilcdonparada por
Fonseca (2001). Na ocasiao, as cobaias apresentaram uma repostgmficedamente
maior que os bovinos. E ao avaliar qual seria 0 melhor intervalospareealizada a
revacinacao, verificou que, quando efetuada aos 42 dias ap0s o @gtiimario, os
bovinos apresentaram uma titulacéo de anticorpos superior quando comparada aos 30 dias.

No Brasil, as normas para producdo e controle das vacinas contrarbotidram
regulamentadas pela Portaria N°574 do Ministério da Agriculturggudfia e
Abastecimento (MAPA), publicada no Diéario Oficial de 20/03/2002. Pararovada, a
partida em teste deve conter no minimo 5 Ul/mL de antitoxinasgé&po C e 2 Ul/mL
para o tipo D (BRASIL, 2002), sendo essa titulacdo realizada em cobaias.

O Enzyme-Linked Immunosorbent Ass@ykISA) é considerado um teste efetivo,
aplicavel e com alta reatividade na analise da resposta imunardiurontra a toxina
botulinica (GREGORY et al., 1996; LIDSEY et al., 2003).

O ELISA foi utilizado por Gregory et al. (1996) para deteciizrcapos contra
toxina botulinica tipos C e D para investigar a freqtiéncia darreitfade nos rebanhos.
Foram testados soros de rebanhos com e sem histérico de botulismagdese nédo
vacinados, de regibes endémicas, e de animais recuperados daidafer Os autores
afirmam que o teste de Elisa foi eficaz, com alta reatividestenando-se a proporcao de
animais expostos ou ndo a enfermidade, principalmente em areas endémicas.

A soroneutralizacdo em camundongos e 0 ELISA foram comparadodip@t &l.
(1999) avaliando uma vacina monovalente e outra bivalente. O soro descaiaredos

foi utilizado para determinar os niveis séricos de anticorpos. Houveamsacao entre
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os dois testes em relacdo a toxina D quando avaliada a vacina reat@vBlo entanto
nao houve uma correlagéo entre os testes quando avaliada a vacina bivalente.
Brown et al. (1999), utilizando o ELISA para avaliar em bovinos posta
humoral de duas vacinas bivalentes com adjuvantes diferentes, constatawagiaa
contra a toxina C e D com adjuvante sem 6leo mineral induziu a prodecaticorpos
duas vezes maior que a vacina com adjuvante convencional (6leo mineral).
Recentemente, Steinman et &O006) utilizaram o ELISA para determinar a
eficiéncia da vacinacdo em animais de um surto de botulismo. Foadava soro de
animais vacinados e ndo vacinados, de diferentes idades. Os anonaiiveis
sorologicos acima de 0,33 unidades de ELISA resistiram ao surtox@des botulinicos
conferiram protecdo adequada contra a exposicao de doses letaisaaxina botulinica

tipo D.



15

3 OBJETIVOS

Geral

* Avaliar pelo teste de ELISA a resposta humoral de ovinos vacinados com
toxodides botulinicos C e D.

Especifico

* Avaliar a resposta humoral de ovinos vacinados com produtos comerciais,
sendo duas vacinas bivalentes C e D contra botulismo e uma polivaletree c
clostridioses (contendo ainda os toxoéides botulinicos) em animais que
receberam uma dose de refor¢o 42 dias ap6s a primovacinacao.

« Avaliar a cinética da resposta sorolégica nos momentos 0, 15, 42, 9@i@a4d.80

apos a vacinacao.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais

Foram empregadas ovelhas das ragas Dorper, Santa Inés, Sulffnika€das,
clinicamente sadias, sem histérico de vacinagao contra botulismantd a realizacdo dos
trabalhos, os animais permaneceram sob as condi¢cdes de manejodaspiipriedade

rural localizada no municipio de Aracatuba.

4.2 Vacinas Comerciais

Foram adquiridas em casas de insumos pecuarios, 3 vacinas de afiferent
laboratérios comerciais, sendo duas bivalentes C e D e outra poblvatentra
clostridioses contendo os toxdides botulinicos C e D, observando-seesvagés e 0
prazo de validade. Para manter o sigilo comercial, os labiesfiodutores e as partidas

foram identificados com codigos de letras.

4.3 Grupos experimentais

Foram empregadas 40 ovelhas, divididas em 4 grupos de 10 animais. Um grupo nao
recebeu a vacina, constituindo assim o grupo controle (GC). Os oupms geceberam
as vacinas seguindo a dose e a via recomendada pelo fabricestackacao das ovelhas

foi efetuada 42 dias apds o estimulo primario.

4.4 Coleta e armazenamento do soro sanguineo

Foram coletadas amostras de sangue dos animais através de pweiagutalar
externa, com a utilizacdo de tubos tipo Vacunt&inentes da aplicacédo da primeira dose
da vacina, e nos dias 15, 42, 90 e 180 apds a vacinacdo. As amostras uge sang

permaneceram a temperatura ambiente até a completa settmg@agulo e logo apds
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foram centrifugadas para obtencdo do soro, que foi mantido congelado (Hz0aCa

utilizacéo nos testes soroldgicos.

4.5 Producéao e semipurificacdo do antigeno
As cepas dE€lostridium botulinumdos tipos C e D utilizadas no experimento
foram provenientes do Laboratério de Pesquisas em Enfermida@esidshs, Unesp-
Aracatuba. As cepas foram inoculadas em meio de Wright, peremteea 37°C por 5
dias. Para avaliar a sua toxidade, 0,5 mL do sobrenadante foi inoculadaiapor
intraperitoneal em camundongos. As frac6es liquidas colhidas éemtnifugadas a 2000
rpm, 4°C por 30 minutos.
O antigeno, obtido a partir do sobrenadante da cultu@ detulinum, foi
precipitado em sulfato de amoénia (380g/L), sob a temperatura de 4°Q_2poras.
Posteriormente, foi centrifugado a 5000 rpm por 30 minutos a 4°C e o stdime
ressuspenso Tris-EDTA. Esse procedimento foi repetido trés gezenaterial dialisado
em sacos de didlise imersos em Solucdo Tamponada de FosfajgptPB3, por 4 dias
com a finalidade de concentrar a toxina e eliminar o exadsstulfato de aménia. As
toxinas foram aliquotadas em tubos tipo eppendorf e congeladas a - 80 °C.
A dosagem de proteina foi realizada com o kit comercial de dosdggmoteina,

pelo método colorimétrico do &cido bicinconinico (BCA) (PIERCE-U.S.A).

4.6 Soros controles
A antitoxina utilizada na padronizacdo do ELISA e posteriormente amrtrole
positivo foi obtidas, para a toxina D, do soro de ovinos que receberamsbddogacina,

sendo o intervalo entre as vacinacbes de 30 dias. Sua titulacdeal@ada pelo
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Laboratério Nacional Agropecuario (Lanagro) de Pedro Leopoldo. #aoxina C foi
empregada antitoxina padronizada oriunda do Lanagro.

Os soros negativos utilizados na padronizacdo do ELISA e posteriormente
como controle negativo dos testes foram obtidos de cordeiros logo apésirnamo e

antes da ingestao do colostro.

4.7 Técnica de ELISA indireto

As amostras de soro sanguineo foram submetidas, individualmentduplkrata,
a titulacdo de anticorpos antitoxina botulinica tipo C e D pelac&a®@ ELISA indireto,
descrita por GREGORY et.4[1996).

Placas de microtitulacdo de 96 pocos (NUNC, Denmark) foram dexaglbs com
o antigeno diluido a 1:50 para o tipo C e 1:10 para o antigeno tipo fanepdo
carbonato/bicarbonato (TCB) 0,05 M pH 9,6 (100uL/pogo), por 12 horas, em camara
umida, a 4°C.

Apbs cinco lavagens com PBS pH 7,4 Tween 80 a 0,1% (PBS-T), dficia twi
bloqueado com 200uL de leite em pé desnatado (LPD) 15% diluido em T@IBca&foi
incubada em camara umida a 37°C durante 60 minutos, e em seguida dalizadas
cinco lavagens como descrito anteriormente.

Na sequéncia, adicionaram 50 pL dos soros teste e controle dilmdB8®-T
+15% LPD, sendo a diluicdo para o tipo C 1:100 e tipo D 1:5. Dois orifleigdaca néo
receberam soro, somente o tampao, e foram utilizados como cortyubecd (branco). As
placas foram incubadas a 37°C por 90 minutos. Nova sequéncia deasiagens com
PBS-T foi realizada.

Cada orificio da placa recebeu 100 pL de conjugado imunoenzincaticercial

(SIGMA®) correspondente a soro de muar produzido contra IgG ovina conjugado com
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peroxidase na diluicdo de 1:10.000 em PBS-T + 15% LPD, sendo as mpiaeesente
incubadas a 37°C por 2 hora. Mais cinco sequéncias de lavagens com fBB®aT
realizadas.

A seguir, adicionaram 100 pL por orificio da solucdo de substraiefemileno-
diamina (OPD)diluido em tampéo citrato-fosfato pH 4,5, sendo a reac¢do interrompida
apos 15 minutos com HCI 2M (50p L/orificio). A leitura dos resultados foi realizaderem

espectrofotdmetro (Labsystem — MultiskanXara microplacas, com filtro de 492 nm

4.8 Andlise estatistica

Os dados foram transformadas em log (x+1).e submetidos a alglisgiancia
com medidas repetidas e andlise dos residuos para verificar naalidade e
homogeneidade de variancias, pré-requisitos necessarios parasa dedliariancia. As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey.

As estatisticas foram consideradas significativas quando P < 0,05.

As andlises estatisticas foram efetuadas empregarwpregrama SAS (Statistical

Analysis System).
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5 RESULTADO

As amostras de soro das ovelhas vacinadas com os trés produtasaiemer

apresentaram um aumento significativo (p<0,05) dos niveis de anticorics &s toxinas

C e D aos 15 dias ap6s a aplicacdo da primeira dose dos tofi@betas 1 e 2, Figuras 1
e 2). No entanto, ocorreram diferencas significativas nas respeatanais quando
avaliados os diferentes grupos experimentais neste mesmo momeiry. dssaiveis de
anticorpos contra a toxina C dos animais do Grupo 2 (G2) foram smivifimente
superiores (p<0,05) aos do Grupo 1 (G1), que nao diferiu do Grupo 3 (G3)spdatee
sorolégica dos animais frente aos toxéides do tipo D ocorreu situagésa, com
superioridade significativa dos niveis de anticorpos do G1 quando compeoada@s do
G2 e G3, que nao diferiram entre si.

A mesma tendéncia de queda significativa nos niveis de anticorptra a toxina
C foi constatada nos trés grupos vacinados, quando avaliados aos 42 deéasagidacao
primaria, com comportamento comparativo similar entre as to#sasao que ocorreu aos
15 dias da avaliacdo. Nesse mesmo momento (42 dias) da avaliacdo haugyeeda
significativa (p<0,05) no titulo de anticorpos contra a toxina botalitimo D do G1,
equiparando-o com os titulos do G2 e G3 (Figura 2).

Em seguida a revacinacét? dias), e quando avaliados os niveis de anticorpos aos
90 dias, observou-se um aumento significativo nos niveis de anticorpcs @dakina C
nos trés grupos vacinados, mantendo-se 0 mesmo padrdo de comportamentatizompa
dos dois momentos anteriores (Figura 1). Nao houve variacao sign#ficats niveis de
anticorpos contra a toxina D nos trés grupos vacinados apos o refor¢o vacinal.

Na avaliacdo final, aos 180 dias, os animais vacinados com um dos $oxoide
bivalentes (G1) mantiveram a tendéncia apresentada desdeoodimiekperimento, com
niveis de anticorpos significativamente superiores contra a t€imgando comparados
com os dois outros grupos vacinais. Nesse mesmo momento, 0S niveis i
anticorpos contra a toxina D dos grupos vacinados com 0s trés produtasi@isnmgo
apresentaram diferenca significativa, diferindo, no entanto, do Gamwle (Tabela 2 e

Figura 2).
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Tabela 1 - Valores médios e desvio padrdo da resposta soroldgica (D@)ectxina tipo
C de ovinos vacinados com toxoides botulinicos bivalente e polivalente.

Grupos (média desvio padrao)

Dias
G1 G2 G3 GC
0 0,066+ 0,042 dA 0,093 0,064 dA 0,067 0,059 dA 0,053 0,045 aA
15 0,833+ 0,332 aAB 1,03& 0,311 abA 0,67% 0,334 aB 0,04% 0,033 aC
42 0,336+ 0,192 cAB 0,56@ 0,400 cA 0,273 0,135 cB 0,043 0,040 aC
90 0,572+ 0,208 bB 1,092 0,249 aA 0,594 0,271 abB 0,062 0,058 aC
180

0,479+ 0,219 bcB

0,826 0,392 bA

0,414 0,122 bcB

0,034 0,046 aC

Médias seguidas de letras minUsculas diferentesploaa, e mailsculas diferentes, na linha, difezatre si
pelo teste de Tukey (P < 0,05).

G1 = Vacina bivalente 1; G2 = Vacina bivalente 3;£Vacina polivalente 3 e GC = Grupo controle.

Tabela 2 - Valores médios e desvio padrdo da resposta soroldgica (D@)actmxina tipo

D de ovinos vacinados com toxoides botulinicos bivalente e polivalente.

Grupos (média desvio padrao)

Dias
G1 G2 G3 GC
0 0,095+ 0,063 cA 0,093 0,062 bA 0,062 0,058 cA 0,04% 0,037 aA
15 0,557+ 0,231 aA 0,294 0,151 aB 0,32& 0,142 aB 0,02& 0,018 aC
42 0,258+ 0,110 bA 0,219 0,058 aA 0,193 0,080 abA 0,062 0,021 aB
90 0,269+ 0,125 bA 0,233 0,071 aA 0,30% 0,205 abA 0,08%* 0,054 aB
180 0,201+ 0,095 bA 0,241 0,057 aA 0,17% 0,046 bA 0,06& 0,030 aB

Médias seguidas de letras minUsculas diferentesploaa, e mailsculas diferentes, na linha, difezatre si pelo

teste de Tukey (P < 0,05).

G1 = Vacina bivalente 1; G2 = Vacina bivalente 3;£Vacina polivalente 3 e GC = Grupo controle.
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FIGURA 1 — Niveis de anticorpos (IgG) contra a toxina botulinipa € em ovinos
vacinados com dois toxoéides botulinicos bivalentes distintos (G1 e G2) evagima

polivalente contra clostridioses contendo os dois toxoides (G3), apdésowvgeimacao e o
reforgo (/' ).

20 180
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FIGURA 2 - Niveis de anticorpos (IgG) contra a toxina botulinipa © em ovinos
vacinados com dois toxoéides botulinicos bivalentes distintos (G1 e G2) evagima

polivalente contra clostridioses contendo os dois toxoides (G3), apdésowvgeimacao e o
reforco (/' ).
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6 DISCUSSAO

Ha um consenso de que o0s niveis de anticorpos séricos contranas toxi
botulinicas C e D determinam o grau de eficiéncia da vacinagéo medida profilatica
da intoxicacdo botulinica em ruminantes. Embora ndo seja conhecida alapiearmte
toxina que 0s animais ingerem em surtos naturais da enfermiidadesma forma que os
titulos minimos protetores para as toxinas C e D, € desejagehs vacinas comerciais
contenham uma quantidade suficiente de toxoides para desencadeds altm nivel
possivel de imunidade, pois quanto maior os titulos de anticorpos sériGos,émea
resisténcia dos animais ao desafio experimental com as toxinas (JANSENL@76).

Para uma melhor avaliagdo, seria necessario estimardegreatecédo oferecido
pelas vacinas testadas, fato extremamente dificil, poisisgiascindivel a ocorréncia de
um surto da enfermidade durante o experimento, com acompanhamento aie aadios
e doentes. Bovinos que apresentaram niveis sorolégicos acima de 0,33 uedadksA
nao foram acometidos pela toxina do tipo D, em trés surtos ocorndosordi¢coes
naturais (STEINMAN et aR006).

A existéncia de homologia ou ndo entre as cepas usadas para a@ubeuc
antigenos com as cepas vacinais € desconhecida, ndo tendo sido objesete @studo.
No entanto, de acordo com Almeida et al. (2000) as amostr&sosdidium botulinum
dos tipos C e D utilizadas para a producédo de imunégenos no Brasimiaram um alto
grau de homologia sorolégica entre elas. A homologia entre as oépamterferiu
decisivamente na magnitude da resposta de niveis de anticorpos dastatifeacinas
testadas, devendo esta ser atribuida ao processo tecnoldgico chdbe a quantidade
de toxdides efetivamente presentes nos produtos comerciais.

E importante ressaltar que as vacinas antibotulinicas cdiradza no pais sdo
fiscalizadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Alasento (MAPA), que
estabeleceu por meio da Instrucdo Normativa n° 23 (Brasil 200@ymss para producéo
e controle das vacinas antibotulinicas e estabelecendo, por meio mEc&adie cobaias,
que 0s soros examinados pela prova de soroneutralizacdo deverdmtapreBeis
minimos de 5 Ul/mL para a antitoxina C e 2 Ul/mL para a amtio®. No entanto, 0s
niveis sorolégicos de anticorpos desencadeados pela vacinacdo de cdmias s

significativamente superiores aos dos bovinos (FONSECA, 2001). Emboraciass
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sejam fiscalizadas pelo MAPA, permanece obscura a informaca® a®iniveis minimos
de anticorpos protetores diante dos desafios naturais da intoxicacao.

O protocolo de revacinagdo aos 42 dias adotado no presente experimento foi
fundamentado na informacédo de Fonseca (2001), que comprovou que a revacinagdo em
bovinos, quando efetuada aos 42 dias, € mais eficiente quando comparada aimTotopr
de 30 dias em relacéo a toxina D. No entanto, o presente trabaflftovajue em ovinos
a resposta sorolégica ao toxéide C apresentou um aumento sigrifigetD,005) apds os
42 dias, que se manteve até os 6 meses observados. Em contrapaotidtza & tndo
apresentou variacdes significativas (p<0,005) ap06s o reforco vacinaingdogassim que
seria desnecessario ser feito o reforco vacinal em ovino®téinty esse questionamento
nao pode ser solucionado por ndo haver grupo de animais que ndo recebeu uma dose Unica.

As vacinas avaliadas no presente estudo apresentaram niveis aoantic
elevados em relacdo aos animais ndo vacinados, permanecendo e$sesénive seis
meses, oferecendo assim uma resposta humoral linear aos animaisvigos, as vacinas
apresentam comportamentos diferentes entre elas (BROW et al. FONSECA 2001,
LOBATO et al. 1999). O presente trabalho concluiu que existe wiffi@rea resposta
imune entre as vacinas, em relagcédo a toxina C. Entretant@laggéia a toxina D, uma das
vacinas bivalentes (G1) induziu niveis de anticorpos superiores aossligdaando-se

aos 42 dias e mantendo-se até os 180 dias.
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Resposta humoral de ovinos vacinados com
toxdides botulinicos C e B
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ABSTRACT.- Nobrega F.L.C., Curci V.C.M. & Dutra |.S. 200llnmune response in sheep vaccined
with botulinum toxoids C and D. Resposta imune de ovinos vacinados com toxdidasdihicos C e D.
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isdutra@fmva.unesp.br

The immune response from sheep vaccinated against commercialndootuli
toxoids was evaluated. The animals from Group (n=10) 1 and 2 werenatectiwith
bivalents toxoids C and D, the Group (G) 3 received the polyvalentneacontained
toxoids from otheClostridiumand non-vaccinated animals were used as a control group.
The booster dose was realized at 42 days after the initial ddstha antibodies levels
against C and D toxins were evaluated by indirect ELISA, befbraccination and 15,
42, 90 and 180 days after vaccination. At 15 days, the antibody levelignagcantly
higher (P<0,05) against toxin C and D in all vaccinated groups, amtifbodies levels
against toxin C significantly higher (P<0,05) in the animals f@?rand against toxin D in
the animals from G1. At 42 days of primary vaccination the antibéelrets against toxin
C in the three vaccinated groups, while only the levels antibodassagoxin D from G1
showed a decrease. After the booster dose, at 90 days, a sigwificggher in antibody
levels against toxin C was observed , while no difference waswalosagainst toxin D
antibody levels. During 180 days, the G2, presented against toxinbOdarevels higher
than presented by other groups, however against toxin D wasn’ticagmifvariation
between the groups after the booster dose.

INDEX TERMS: Botulism, sheep, vaccine.

RESUMO.- Foi avaliada a resposta imune de ovinos vacinados com toxdides basulinico
comerciais. Os animais dos Grupos (n=10) 1 e 2 foram vacinados cdoxdides
bivalentes C e D, o Grupo (G) 3 recebeu a vacina polivalente dontsacterinas e
toxodides de outro€lostridium,e os pertencentes ao Grupo Controle ndo foram vacinados.
O reforco vacinal foi realizado aos 42 dias ap6s a dose inicial niveis séricos de
anticorpos contra as toxinas C e D foram avaliados pelo te&€I8@ indireto antes da
vacinacao, 15, 42, 90 e 180 dias apds a primovacinacao. Aos 15 dias da aualies@s
grupos vacinados apresentaram um aumento significativo (p<0,05) nos ftieilos
anticorpos contra as toxinas C e D, com amplitude significativansemterior nos niveis

de anticorpos contra a toxina C nos animais do G2 e contra a toxioa &imais do G1.
Aos 42 dias da vacinacao primaria houve uma queda significativaveis aé anticorpos
contra a toxina C nos trés grupos vacinados. Em relacdo a toxinanmiente o G1
apresentou queda nos niveis de anticorpos. Apos o reforco vacinalugos, gquando
avaliados aos 90 dias, observou-se novamente um aumento significativo nesdeive
anticorpos contra a toxina C nos trés grupos, entretanto ndo houwgE@Eearas niveis de
anticorpos contra a toxina D. Ao longo dos 180 dias, o G2 apresentou, &doxiaa C,
niveis de anticorpos superiores ao apresentado pelos outros grupos, porara tmxiha

D nado houve variagao significativa entre os grupos analisados ap6s o refor¢o vacinal.

TERMOS DE INDEXACAO: Botulismo, ovinos, vacina.
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INTRODUCAO

O botulismo em ruminantes € uma intoxicacdo com alta letalgtastecada pela ingestéo
de neurotoxina previamente formada p€lostridium botulinum Surtos da enfermidade
em ovinos foram descritos em diversas regides do mundo, sendo relacieoados
deficiéncia de proteina ou fosforo (Smith 1977), alimentos (Van dgtr dtual. 1995),
cama de frango (VLA 2006) e adgua contaminada (Swift et al. 2600),0 envolvimento
dos tipos C ou D. Diversos episédios da enfermidade tem sido observadosspesie
animal no Brasil (Dutra 2007).

Dentre as medidas profilaticas e de controle da intoxicacamisatal vacinacéo
€ uma pratica usual em diversos paises do Hemisfério Sul &rie#tendaal 2004), nos
quais a ovinocultura destaca-se como atividade econémica, ndo dispensando, eontudo,
necessidade de correcdo da deficiéncia de proteina ou de fosfar@ paducdo da
deprevacao de apetite, a correta destruicao de cadaveresadgipas o uso de alimentos
e agua de boa qualidade.

Embora ndo se tenha a informacgao da quantidade de toxina ingesdmpehis
nos desafios naturais, pressupde-se que sejam necessario®leixed®s de anticorpos
para se ter uma protecéo satisfatoria do rebanho. Segundo JarisétO&63 existe uma
importante relacéo entre a resposta humoral de bovinos, desencaeleadaxoides C e
D, e a protecdo contra a intoxicagdo. No entanto, na literaturallizoles ndo foi
encontrada mencao a resposta imune de vacina botulinica em ovinos.sélgsse o
presente estudo teve como objetivo avaliar os niveis sorolégicos de lohuiog G,
pelo teste de ELISA, de ovinos vacinados com trés produtos cormgrsesido dois
bivalentes contendo toxoides botulinicos C e D e um polivalente contend@ntam

bacterinas e toxo6ides de out@®stridium
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MATERIAL E METODOS
Foram empregadas 40 ovelhas mesticas das racas Sulfolk, SargaDiméxer, com idade
entre um e dois anos, divididas em 4 grupos de 10 animais. Os grupos dram2 f
vacinados com os produtos em formulagéo bivalente contendo toxéides bottijausds
e D, enquanto o grupo 3 foi vacinado com vacina polivalente contra asdabssisi O
Grupo 4 foi constituido de ovelhas ndo vacinadas, formando assim o grupmecohd
vacinas foram adquiridas no comércio, observando-se a conservacgéo, o paitade e
a dose recomendada. A revacinacdo dos animais foi efetuada 42 dkas astimulo
primario, seguindo o protocolo de Fonseca (2001). Para avaliacdo ddaéspoe foram
colhidas amostras de soro sanguineo dos animais, obtidas antes d@@placarimeira
dose da vacina e nos dias 15, 42, 90 e 180 apds a dose priméria. Amnsafiooam
mantidas a -AT até a realizacdo do ensaio imunoenzimatico.

As toxinas botulinicas (C e D) empregadas como antigenos foridas abd
culturas de cepas d€. botulinum, provenientes da bacterioteca do Laboratorio de
Pesquisas em Enfermidades Infecciosas dos Animais, Unesp-Aecétpbs cultivo
convencional em meio de cultura CMM o antigeno foi concentradoipw#finado como
descrito por Queiroz (2001) e a concentracdo de proteina total, 6,7 mpayank toxina C
e 4,4 mg/mL para a toxina D, foi determinada pelo kit comerc@A Rle proteina
(Piercé).

O ELISA indireto (ELISA 1) foi realizado para a deteccaardeorpos contra a
toxina botulinica tipo C e D, segundo a metodologia descrita por gregal. (1996) com
algumas modificacdes. Soros na concentracédo de 5 Ul/mL para o¢i@0 OI/mL para o
tipo D, titulados pelo bioensaio em camundongo (Lanagro/MG), foramadti& nos
testes como controle positivo, e soros de cordeiros recém-nascidadopride colostro
como controle negativo. As imunoglobulinas foram detectadas utilizandowsdgG
ovina, conjugada com peroxidase, na diluicdo de 1:10.000, e a reacdo dedarnaivi
substrato orto-fenileno-diamina diluido em tampéao citrato-fosfate 4, 5. As amostras
foram testadas em duplicatas, e a leitura realizada enctegptdmetro com filtro de
492nm. A média das DOs dos soros controles positivo e negativo forangadggeomo
referéncia padrdo na férmula de ajuste das DOs dos soros testes.

Os dados foram transformados em log (x+1) e submetidos a an&lisédea
com medidas repetidas e andlise dos residuos para verificar naalidade e
homogeneidade de variancias, pré-requisitos necessarios parasa dedliariancia. As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, e as difertargas consideradas
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significativas quando p<0,05. As analises estatisticas foramadést empregando-se o

programa SAS (Statistical Analysis System).

RESULTADOS
As amostras de soro das ovelhas vacinadas com os trés produtosaierapresentaram
um aumento significativo (p<0,05) dos niveis de anticorpos contra as t@xm&saos 15
dias ap6s a aplicacao da primeira dose dos toxéides (Quadros 1 e 2, Fig. 1 ea@jnteép e
ocorreram diferencas significativas nas respostas vacinais quaalthmas os diferentes
grupos experimentais nesse mesmo momento. Assim, 0s niveis depasticontra a
toxina C dos animais do Grupo 2 (G2) foram significativamente superiores (p<@0¥) a
Grupo 1 (G1), que nao diferiu do Grupo 3 (G3). Na resposta sorolégicaidwsafrente
aos toxoides do tipo D ocorreu situagdo inversa, com superioridadecatgra dos niveis
de anticorpos do G1 quando comparado com o G2 e 0 G3, que n&o diferiram entre si.

A mesma tendéncia de queda significativa nos niveis de anticorpoa adoiina
C foi constatada nos trés grupos vacinados, quando avaliados aos 42 deéasagidacao
primaria, com comportamento comparativo similar entre as tg#sagao que ocorreu aos
15 dias da avaliacdo. Nesse mesmo momento (42 dias) da avaliacdo haugyeeda
significativa (p<0,05) no titulo de anticorpos contra a toxina botalitimo D do G1,
equiparando-o com os titulos do G2 e G3 (Fig. 2).

Em seguida a revacinacft? dias), e quando avaliados os niveis de anticorpos aos
90 dias, observou-se um aumento significativo nos niveis de anticorpos adokina C
nos trés grupos vacinados, mantendo-se 0 mesmo padrdo de comportamentatizompa
dos dois momentos anteriores (Fig. 1). Nao houve variacdo sigmdigadis niveis de
anticorpos contra a toxina D nos trés grupos vacinados apos o refor¢o vacinal.

Na avaliacdo final, aos 180 dias, os animais vacinados com um dodetxoi
bivalentes (G1) mantiveram a tendéncia apresentada desdeoodimiekperimento, com
niveis de anticorpos significativamente superiores contra a toxigaagddo comparado
com os dois outros grupos vacinais. Nesse mesmo momento, 0S niveis i
anticorpos contra a toxina D dos grupos vacinados com os trés produtasi@snmao
apresentaram diferenca significativa, diferindo, no entanto, do Grupoofeof@uadro 2 e
Fig. 2).
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DISCUSSAO

Ha um consenso de que 0s niveis de anticorpos séricos contranas toxi
botulinicas C e D determinam o grau de eficiéncia da vacinagéo medida profilatica
da intoxicacdo botulinica em ruminantes. Embora nédo seja conhecida alapfernte
toxina que 0s animais ingerem em surtos naturais da enfermidadesma forma que os
titulos minimos protetores para as toxinas C e D, € desejagehs vacinas comerciais
contenham uma quantidade suficiente de toxoides para desencadeds altm nivel
possivel de imunidade, pois quanto maiores os titulos de anticorpos sé@@msé a
resisténcia dos animais ao desafio experimental com as toxinas (Jans&éfa#)al

Para uma melhor avaliacdo, seria necessario estimardegreatecao oferecido
pelas vacinas testadas, fato extremamente dificil, poisisgiascindivel a ocorréncia de
um surto da enfermidade durante o experimento, com acompanhamento a@e aadios
e doentes. Bovinos que apresentaram niveis sorolégicos acima de 0,33 uedadksA
nao foram acometidos pela toxina do tipo D, em trés surtos ocorndosordicdes
naturais (Steinman et &006).

A existéncia de homologia ou ndo entre as cepas usadas para @a@ubeuc
antigenos com as cepas vacinais € desconhecida, ndo tendo sido objesete @studo.
No entanto, de acordo com Almeida et al. (2000), as amost@®sieidium botulinum
dos tipos C e D utilizadas para a producdo de imundégenos no Brasimiaram um alto
grau de homologia soroldgica entre elas. A homologia entre as oépamterferiu
decisivamente na magnitude da resposta de niveis de anticorpos dastedif¥acinas
testadas, devendo esta ser atribuida ao processo tecnologico cecdbe a quantidade
de toxodides efetivamente presentes nos produtos comerciais.

E importante ressaltar que as vacinas antibotulinicas cdimedza no pais sio
fiscalizadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Alsasento (MAPA), que
estabeleceu, por meio da Instrucdo Normativa n° 23 (Brasil 2002), amsqrara
producado e controle das vacinas antibotulinicas. Estabelecendo por meandgamde
cobaias, que os soros examinados pela prova de soroneutralizacdo @gvesdmtar
niveis minimos de 5 Ul/mL para a antitoxina C e 2 Ul/mL paaatitoxina D. No entanto,
0S niveis sorologicos de anticorpos desencadeados pela vacinacao athes &#p
significativamente superiores aos dos bovinos (Fonseca 2001). Embor@nas \&&jam
fiscalizadas pelo MAPA, permanece obscura a informagcdo sobrev&is niinimos de
anticorpos protetores diante dos desafios naturais da intoxicacao.
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O protocolo de revacinacdo aos 42 dias adotado no presente experimento foi
fundamentado na informacdo de Fonseca (2001), que comprovou que a revacinacao em
bovinos quando efetuada aos 42 dias € mais eficiente, quando comparada ctwootopr
de 30 dias em relacdo a toxina D. No entanto, o presente trabefftmwaiue em ovinos
a resposta soroldgica ao toxoide C apresentou um aumento sigrafigetD,005) apds os
42 dias, gue se manteve até os 6 meses observados. Em contrapaoiidza & thdo
apresentou variacdes significativas (p<0,005) apos o refor¢o vacinaindogassim que
seria desnecessario ser feito o reforco vacinal em ovinogt&itty esse questionamento
nao pode ser solucionado, por ndo haver grupo de animais que nao receberameuma dos
anica.

As vacinas avaliadas no presente estudo apresentaram niveis agoantic
elevados em relacdo aos animais ndo vacinados, permanecendo e$sesténive seis
meses, oferecendo assim uma resposta humoral linear aos animaisvigos, as vacinas
apresentam comportamentos diferentes entre elas (Brow et al. 8888c& 2001, Lobato
et al. 1999). O presente trabalho concluiu que existe diferengsp@sta imune entre as
vacinas, em relagdo a toxina C. Entretanto, em relacdo a tDxinana das vacinas
bivalente (G1) induziu niveis de anticorpos superior aos 15 dias, iguakads-42 dias e

mantendo-se até os 180 dias.

Agradecimento. - A Profa. Tereza Cristina Cardoso da Silva pelo lauxia prepara¢do do antigeno e
execucdo do ELISA, ao Laboratério Nacional Agropeimu (LANAGRO), Pedro Leopoldo-MG pelas
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realizacéo do experimento.
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Quadro 1. Valores médios e desvio padrao da respassorologica (DO) contra a toxina tipo C de
ovinos vacinados com toxéides botulinicos bivalengepolivalente.

Grupos (média desvio padréao)

Dias
G1 G2 G3 GC
0 0,066+ 0,042 dA 0,093 0,064 dA 0,067 0,059 dA 0,053 0,045 aA
15 0,833+ 0,332 aAB 1,03& 0,311 abA 0,67% 0,334 aB 0,04% 0,033 aC
42 0,336+ 0,192 cAB 0,56@ 0,400 cA 0,273 0,135 cB 0,043 0,040 aC
90 0,572+ 0,208 bB 1,092 0,249 aA 0,594 0,271 abB 0,063 0,058 aC
180

0,479+ 0,219 bcB

0,826 0,392 bA

0,414 0,122 bcB

0,034 0,046 aC

Médias seguidas de letras minUsculas diferentesploaa, e mailsculas diferentes, na linha, difezatre si
pelo teste de Tukey (P < 0,05).

G1 = Grupo 1; G2 = Grupo 2; G3 = Grupo 3 e GC =pg@8rcontrole

Quadro 2. Valores médios e desvio padrao da respassorologica (DO) contra a toxina tipo D de

ovinos vacinados com toxdéides botulinicos bivalengepolivalente.

Grupos (média desvio padréao)

Dias
Gl G2 G3 GC
0 0,095+ 0,063 cA 0,093 0,062 bA 0,062 0,058 cA 0,041 0,037 aA
15 0,557+ 0,231 aA 0,294 0,151 aB 0,32@& 0,142 aB 0,02& 0,018 aC
42 0,258+ 0,110 bA 0,219 0,058 aA 0,192 0,080 abA 0,062 0,021 aB
90 0,269+ 0,125 bA 0,233 0,071 aA 0,30% 0,205 abA 0,08%* 0,054 aB
180 0,201+ 0,095 bA 0,241 0,057 aA 0,17% 0,046 bA 0,06& 0,030 aB

Médias seguidas de letras minUsculas diferentesploaa, e mailsculas diferentes, na linha, difezatre si pelo

teste de Tukey (P < 0,05).
G1 = Grupo 1; G2 = Grupo 2; G3 = Grupo 3 e GC =pg@8rcontrole
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Fig. 1. Niveis de anticorpos (IgG) contra a toxindotulinica tipo C em ovinos vacinados com dois
toxdides botulinicos bivalentes distintos (G1 e G2¢ uma vacina polivalente contra clostridioses
contendo os dois toxoides (G3), apo6s a primovacirége o reforgo (¥ ).

‘+Gl—A—G2—0—G3—0—GC‘

Fig. 2 Niveis de anticorpos (IgG) contra a toxina dtulinica tipo C em ovinos vacinados com dois
toxéides botulinicos bivalentes distintos (G1 e G2¢ uma vacina polivalente contra clostridioses
contendo os dois toxéides (G3), apds a primovaciré&;e o reforco ).
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NORMAS PARA PUBLICACAO NA REVISTA PESQUISA VETERINA RIA
BRASILEIRA

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo, Abstract,
Resumo, Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdao, Conclusoes
(ou combinacbes destes trés ultimos), Agradecimentos e Referéncias:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o contetido do trabalho;

b) um Abstract, um resumo em inglés, deverd ser apresentado com os elementos
constituintes observados nos artigos em portugués, publicados no ultimo nimero da
revista, ficando em branco apenas a paginacdo, e, no final, tera indicacdo dos index
terms;

c) o Resumo deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, dando os mais importantes resultados e conclusGes; sera seguida da
indicagdo dos termos de indexacdo; nos trabalhos em inglés, Resumo e Abstract
trocam de posicdo e de constituicdo (veja-se como exemplo sempre o uUltimo fasciculo
da revista);

d) a Introducdo deve ser breve, com citacdo bibliografica especifica sem que a
mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicacdo do objetivo do
trabalho;

e) em Material e Métodos devem ser reunidos os dados que permitam a repeticao
do trabalho por outros pesquisadores;

f) em Resultados deve ser feita a apresentacao concisa dos dados obtidos; quadros
devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado,
médias de varias repeticbes; é conveniente, as vezes, expressar dados complexos por
graficos, ao invés de apresentd-los em quadros extensos;

g) na Discussdo os resultados devem ser discutidos diante da literatura; ndo convém
mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma
obrigacao do autor e da revista de publica-los;

h) as Conclusdes devem basear-se somente nos resultados apresentados no
trabalho;

i) os Agradecimentos devem ser sucintos e ndao devem aparecer no texto ou em
notas de rodapé;

j) a lista de Referéncias, que so incluird a bibliografia citada no trabalho e a que
tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada alfabeticamente
pelo sobrenome do primeiro autor, registrando os nomes de todos os autores, o titulo
de cada publicagdo €, por extenso ou abreviado, o nome da revista ou obra, usando as
normas da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas - ABNT, Style Manual for
Biological Journals (American Institute for Biological Sciences) e/ou Bibliographic
Guide for Editors and Authors (American Chemical Society, Washington, D.C.).

2. Na elaboracdo do texto deverao ser atendidas as normas abaixo:
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a) os trabalhos devem ser apresentados em uma sé face do papel, em espaco duplo e
com margens de, no minimo, 2,5 cm; o texto serd escrito corridamente; quadros
serdo feitos em folhas separadas, usando-se papel duplo oficio, se necessario, e
anexados ao final do trabalho; as folhas, ordenadas em texto, legendas, quadros e
figuras, serao numeradas seguidamente;

b) a redacdo dos trabalhos deve ser a mais concisa possivel, com a linguagem, tanto
quanto possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas
de rodapé serdao numeros arabicos colocados um pouco acima da linha de escrita, apds
a palavra ou frase que motivou a nota; essa numeragao sera continua; as notas serao
lancadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de chamada; todos os
guadros e todas as figuras serdao mencionados no texto; estas remissdes serao feitas
pelos respectivos nimeros e, sempre que possivel, na ordem crescente destes;
Resumo e Abstract serdo escritos corridamente em um sé paragrafo e ndo deverdo
conter citacGes bibliograficas;

c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional do(s) autor(es);

d) siglas e abreviagbes dos nomes de instituicbes, ao aparecerem pela primeira vez no
trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso;

e) citacOes bibliograficas serdo feitas pelo sistema "autor e ano"; trabalhos de dois
autores serdo citados pelos nomes de ambos, e de trés ou mais, pelo nome do
primeiro, seguido de "et al.", mais o ano; se dois trabalhos ndao se distinguirem por
esses elementos, a diferenciagdo sera feita pelo acréscimo de letras minusculas ao
ano, em ambos; todos os trabalhos citados terdo suas referéncias completas incluidas
na lista propria (Referéncias), inclusive os que tenham sido consultados
indiretamente; no texto ndo se fara mencdo do trabalho que tenha servido somente
como fonte; este esclarecimento serd acrescentado apenas ao final das respectivas
referéncias, na forma: "(Citado por Fulano 19...)"; a referéncia do trabalho que tenha
servido de fonte serd incluida na lista uma sé vez; a mengdo de comunicagao pessoal
e de dados nao publicados é feita, de preferéncia, no proprio texto, colocada em
parénteses, com citacdo de nome(s) ou autor(es); nas citacées de trabalhos colocados
entre parénteses, nao se usara virgula entre o nome do autor e o ano, nem ponto-e-
virgula apds cada ano; a separacao entre trabalhos, nesse caso, se fara apenas por
virgulas, exemplo: (Flores & Houssay 1917, Roberts 1963a,b, Perreau et al. 1968,
Hanson 1971);

f) a lista das referéncias devera ser apresentada com o minimo de pontuacdo e isenta
do uso de caixa alta, sublinhando-se apenas os nomes cientificos, e sempre em
conformidade com o padrdo adotado no ultimo fasciculo da revista, inclusive quanto a
ordenacdo de seus varios elementos.

3. As figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) deverdao ser apresentadas
em tamanho maior (cerca de 150%) do que aquele em que devam ser impressas, com
todas as letras ou sinais bem proporcionados para assegurar a nitidez apos a redugao
para o tamanho desejado; parte alguma da figura serd datilografada; a chave das
convencoes adotadas sera incluida preferentemente, na area da figura; evitar-se-a o
uso de titulo ao alto da figura; desenhos deverdo ser feitos com tinta preta em papel
branco liso ou papel vegetal, vedado o uso de papel milimetrado; cada figura serd
identificada na margem ou no verso, a traco leve de lapis, pelo respectivo nimero e o
nome do autor; havendo possibilidade de ddvida, deve ser indicada a parte superior
da figura; fotografias deverdao ser apresentadas em branco e preto, em papel
brilhante, e sem montagem, ou em diapositivos (slides) coloridos; somente quando a
cor for elemento primordial a impressao das figuras sera em cores; para evitar danos
por grampos, desenhos e fotografias deverdo ser colocados em envelope.
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4, As legendas explicativas das figuras conterdo informagdes suficientes para que
estas sejam compreensiveis e serdo apresentadas em folha separada que se iniciara
com o titulo do trabalho.

5. Os quadros deverdo ser explicativos por si mesmos; cada um tera seu titulo
completo e serd caracterizado por dois tracos longos, um acima e outro abaixo do
cabecalho das colunas; entre esses dois tracos podera haver outros mais curtos, para
grupamento de colunas; ndo ha tracos verticais; os sinais de chamada serdo
alfabéticos, recomecando de a em cada quadro, e as notas serdo lancadas logo abaixo
do quadro respectivo, do qual serdo separadas por um traco curto, a esquerda.
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