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RESPOSTA HUMORAL DE BOVINOS PARA OS TOXOIDES BOTULINICOS CE D

RESUMO - Foi avaliado pelo teste de ELISA indireto a resposta humoral para as
toxinas botulinicas tipos C e D em animais vacinados com quatro diferentes produtos
comerciais. Empregou-se duas vacinas bivalentes C e D (vacina 1 e vacina 2) e duas
polivalentes contendo ainda os toxdides botulinicos tipos C e D (vacina 3 e vacina 4).
Para analise foram realizadas seis colheitas de sangue ao longo do experimento, nos
dias 0, 42, 75, 160, 250 e 342 apods a vacinacdo. A imunidade passiva em bezerros até
os 90 dias de idade, filhos de mées vacinadas com diferentes toxdides comerciais
foram avaliados em 75 bezerros, agrupados de acordo com a vacina utilizada na mae
(B1, B2, B3 e B4). Para andlise foram realizadas 3 colheitas de sangue, nos dias 5 (+
2), 45 e 90 dias apdés o nascimento. A avaliacdo da resposta humoral de bovinos
vacinados em diferentes faixas etarias também foi realizada empregando-se uma
vacina antibotulinica bivalente (C e D) comercial. Para anélise, 90 bovinos foram
divididos em 3 grupos de acordo com a faixa etaria; animais com idade inferior a 2
anos, entre 2 e 5 anos e superior a 5 anos. Na avaliacdo da resposta humoral de
animais vacinados com quatro diferentes produtos comerciais, para a toxina tipo C, as
vacinas 1, 2, 3 e 4 nao apresentaram diferencas significativas aos 42 dias da primeira
dose. Aos 75 dias, a vacina 1, foi superior as vacinas 3 e 4, induzindo maior produgao
de anticorpos nos animais, porém nao diferiu da vacina 2. Aos 160 dias houve queda
na quantidade de anticorpos em todos os grupos, ndo havendo mais diferencas
significativas entre as quatro vacinas testadas. Para a toxina tipo D, aos 42 dias da
vacinagdo, nao houve diferencas significativas entre as vacinas 1, 2 e 4, que
apresentaram neste momento, valores superiores a vacina 3. No entanto, quando
avaliadas aos 75 dias, a vacina 1 apresentou maior producdo de anticorpos, diferindo
significativamente das outras vacinas. Aos 160 dias da vacinagdo, os grupos de
animais vacinados ja nao apresentavam diferencas significativas entre si. Na
comparagao da resposta humoral de bovinos vacinados com toxdides bivalentes e
polivalentes, para a toxina tipo C, as vacinas bivalentes (1 e 2) foram superiores aos 75
dias apds a vacinagao, com diferenca significativa neste momento (p<0,05). Para a
toxina tipo D, as vacinas bivalentes foram superiores em quase todo o periodo de



vi

monitoramento (342 dias), exceto aos 160 dias, quando estatisticamente néo diferiu das
vacinas polivalentes. A imunidade passiva em bezerros, quando avaliada aos 7 dias de
vida, os grupos B1, B2, B3 e B4 nao apresentaram diferencas significativas na
concentracdo de anticorpos maternos para as toxinas tipos C e D, independente das
vacinas empregadas na imunizagdo das maes. Posteriormente, a redugdo dos
anticorpos passivos nos bezerros foi significativa aos 90 dias de idade, alcangando
valores médios que nao diferiram dos valores determinados no lote do controle.
Quando comparada a resposta humoral de bovinos vacinados em diferentes idades, os
animais com idade acima de cinco anos apresentou valores de anticorpos
estatisticamente superiores aos outros grupos, tanto para a toxina tipo C quanto para a
toxina tipo D. Os resultados do presente estudo ampliam os conhecimentos sobre esta
importante questdao de sanidade animal e apresentam importantes subsidios para a
execucao de programas de vacinacao contra o botulismo e para a fabricagcdo de
produtos bioldgicos.

Palavras-Chave: botulismo, bovinos, resposta humoral, vacina, ELISA.
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ABSTRACT — To compare the efficiency of an “in house” ELISA test, standardized to
measure antibody C and D from Clostridium botulinum, a survey to analysis four
different commercial vaccines was conducted. The vaccines used were two commercial,
bivalent botulinum containing subtypes C and D (vaccine 1 and vaccine 2) and other two
polyvalent including subtypes C and D. The first trial was blood samples taken at 0, 42,
75, 160, 250 and 342 days after vaccination, whereas the booster was performed at day
42. The second trial, maternal antibodies were also measured taken blood samples from
1-3 months age steers obtained from vaccinated heifers with the same vaccines
described above, and divided into four different groups (B1, B2, B3, B4). The blood
samples were taken at days 5, 45 and 90 after birth. Third and last trial was humoral
response from vaccinated cattle with different age evaluation performed using the
commercial Clostridium botulinum vaccine subtype C and D. For this purpose, 90
animals never vaccinated, were divided into 3 groups: 1 - < 2 years old; 2 — animals
aged between 2 and 5 years old; 3 — animals = 5 years old. The blood samples were
taken 30 days after vaccination after second dose of the vaccine. From the first trial, no
significant difference was observed when subtype C was search in sera from animals at
42 days after vaccination. However, at 75 days after vaccination, vaccine 1 was able to
induce higher levels of antibodies when compared to vaccine 3 and 4. The antibody
level was declining after 160 days post vaccination. For subtype D antigen, at 42 days
after vaccination, no differences could be observed. However, at 75 day after
vaccination, higher levels of antibodies were observed from animals vaccinated with
vaccine 1. Comparing the bivalent vaccines, these were able to induce higher antibodies
levels at 75 days after vaccination (toxoid C). In addition, the same bivalent vaccines
(toxéide D), inducing higher levels of antibodies until 342 days after vaccination.
Regarding to maternal antibodies, at 7 day after birth, no differences were observed in
all groups studied. At 90 days after birth, the respective antibodies were lower as
observed from control group levels. The results from the last trial, animals = 5 years old
were able to produce higher levels of antibodies for both C and D toxin, 30 days after
second dose. Finally, these results suggested new measures to be employed in sanitary
programs, with better efficiency to produce new biological products.

Keywords: Botulism, bovine, humoral response, vaccine, ELISA.



1 INTRODUCAO

O botulismo em bovinos é uma doengca de grande importancia econdémica e
sanitaria, sendo uma das principais causas de morte em animais adultos no Brasil. A
enfermidade é causada pela ingestao da toxina tipo C ou D produzida pelo Clostridium
botulinum, e sua ocorréncia esta relacionada principalmente ao manejo inadequado e a
alta contaminacdo ambiental pelos esporos da bactéria. Os surtos de intoxicacao
botulinica geralmente estdo associados a osteofagia, ao uso de alimentos
contaminados e conservados inadequadamente, ou ainda pela veiculagcéo hidrica.

Algumas medidas sdo adotadas para o controle da enfermidade, entre elas a
suplementacao mineral adequada as exigéncias nutricionais de cada categoria animal,
a retirada de cadaveres de animais das pastagens e os cuidados com a agua de
dessedentacdo e conservacao dos alimentos. Entretanto, a vacinacdo com toxdides
botulinicos C e D de boa qualidade é a principal medida de prevencdo da doenca,
principalmente nos sistemas de criagdo extensiva, devido as dificuldades operacionais
em realizar as medidas sanitarias. Das propriedades rurais onde ocorreram surtos de
botulismo associado a osteofagia, entre os anos de 1989 e 2000, 95,79% nao haviam
vacinados os animais.

No Brasil, as normas para producgao e controle das vacinas foram instituidas em
1992, pela Portaria N° 49 do Ministério da Agricultura e Abastecimento. Atualmente,
estdo regulamentadas pela Instrucdo Normativa N° 23, de 18/03/2002, que estabelece
titulos minimos de 5 Ul/mL para a antitoxina C e 2 Ul/mL para a antitoxina D, para a sua
comercializacao. Contudo, ndo existem informagbes sobre o grau de imunidade
necessaria para proteger os animais expostos ao material tdéxico, j& que no campo nao
€ conhecida a quantidade de toxina ingerida pelos animais.

Nos ultimos anos houve um grande aumento na produgdo de vacinas contra o
botulismo e demais clostridioses, em face dos significativos danos e prejuizos

econbmicos causados por essas doencas.



Com a comercializagdo de aproximadamente 45 milhdes de doses anuais contra
o botulismo', o presente estudo propds avaliar, pelo teste de ELISA indireto, a resposta
humoral de bovinos contra as toxinas botulinicas tipos C e D, visando contribuir para
ampliacdo dos conhecimentos sobre esta importante questdo para a sanidade animal,
para subsidiar a implantacdo de programas de controle, além de grande valia para a
industria de produtos biolégicos.

' CARVALHO FILHO, M. B. Laboratério Nacional Agropecuario/LANAGRO. Comunicacéo Pessoal, 2007.



2 REVISAO DE LITERATURA

O botulismo bovino é uma intoxicacao resultante da ingestao de matéria organica
decomposta, animal ou vegetal, contendo toxina tipo C ou D produzida pelo Clostridium
botulinum (KRIEK & ODENDAAL, 1994). Pode acometer bovinos, ovinos, caprinos,
equinos, asininos, muares e raramente suinos. O homem e outras espécies animais
como cao, marta, aves domésticas e silvestres, animais de laboratério e peixes também
sao suscetiveis (SMITH & SUGIYAMA, 1988).

A enfermidade € cosmopolita, descrita em todos os continentes (ACHA &
SZIFRES, 1986), mas com variagdo geografica na distribuicdo dos tipos de toxina
evolvidos com o botulismo bovino.

Os esporos do microrganismo sdo encontrados ubiquitariamente no solo, na
agua, no material organico animal e vegetal, em conservas alimentares e no trato
digestivo do homem e dos animais. Sob condi¢cdes de anaerobiose e temperatura
favoraveis, a bactéria se multiplica e produz a toxina altamente letal (SMITH, 1977).

As neurotoxinas produzidas pelo C. botulinum séao classificadas em sete tipos
sorologicamente distintos que possuem, no entanto, acdo farmacolégica semelhante.
As toxinas A, B, E e F séo freqlientemente responsaveis pelo botulismo humano (ACHA
& SZYFRES, 1986) enquanto as toxinas C e D causam o botulismo nos animais
(SMITH & SUGIYAMA, 1988). A toxina G foi isolada na Argentina, sendo associada a
ocorréncia de intoxicagdes naturais em seres humanos (GIMENEZ & CICCARELLI,
1976).

A toxina é absorvida pela corrente sanguinea e transportada até os neurénios.
Atua no sistema nervoso, blogueando a liberacdo de acetilcolina dos terminais
nervosos, causando paralisia flacida progressiva nos musculos. A eventual morte do
animal ocorre devido a parada respiratéria (SMITH & SUGIYAMA, 1988).

Nos bovinos o quadro clinico € dependente da quantidade de toxina ingerida pelo
animal. Desta forma, a intoxicacdo botulinica pode apresentar-se nas formas

superaguda, aguda, subaguda e crbnica, tendo como base o desenvolvimento da



paralisia em diferentes grupos musculares e a gravidade do quadro clinico (THEILER &
ROBINSON, 1927).

Dados epidemiolégicos mostram maior incidéncia da doengca em fémeas adultas
prenhes ou lactantes e com maior freqiiéncia sazonal registrada na época das chuvas,
fato este explicado pela maior exigéncia nutricional nesta categoria animal e pela
dificuldade na suplementacdo mineral nessa época (LISBOA et al., 1996; DUTRA,
2001).

No Brasil, o botulismo em bovinos foi diagnosticado pela primeira vez por
TOKARNIA et al. (1970) no Estado do Piaui. Os autores relacionaram a morte de
aproximadamente 15.000 animais, de um total de 100.000 animais existentes na regido,
a presenca de carcacas de animais nas pastagens e a osteofagia observada na
ocasido. A osteofagia, que os animais adquirem quando mantidos em areas deficientes
de fosforo (TOKARNIA et al., 1970; LANGENEGGER & DOBEREINER, 1980;
TOKARNIA et al., 1988), sem a adequada suplementagdo mineral, e com a presenca
nas pastagens de restos de cadaveres contaminados por C. botulinum tem sido a
principal causa de surtos da doencga.

A ocorréncia da intoxicagdo nao associada a osteofagia tem sido registrada
esporadicamente. No Estado do Maranhao, LANGENEGGER & DOBEREINER (1988)
descreveram surtos de botulismo de origem hidrica em bufalos. Surtos associados a
ingestdo de agua de cacimba contaminada também foram registrados por DUTRA et al.
(2001). Alimentos contaminados e conservados inadequadamente também podem
eventualmente estar envolvidos com a intoxicacao botulinica, como a ingestdo de cama
de frango, silagem e milho (DUTRA, 2001; DUTRA et al., 2005).

O diagnéstico do botulismo é basicamente feito pelo histérico (auséncia de
vacinacao, osteofagia e existéncia de cadaveres na pastagem), pelo quadro clinico-
patolégico e pela demonstracdo da toxina botulinica em amostra biolégica colhida de
animal enfermo (KRIEK & ODENDAAL, 1994).

O bioensaio em camundongo e a soroneutralizacdo com antitoxinas padroes
homélogas sdo os testes aceitos internacionalmente para titulagao e tipificacao das
toxinas botulinicas (SMITH, 1977), porém esses testes apresentam algumas limitacdes



de questdes éticas, pois sao realizadas in vivo e requerem o uso de grande numero de
animais.

A tentativa de deteccao da toxina botulinica apresenta complexidades, como a
alta susceptibilidade dos bovinos e o fato de que a toxina, uma vez tendo agido na
sinapse neuromuscular, perde a sua atividade biolégica, impossibilitando a sua
deteccdo, mesmo com o uso de técnicas de alta sensibilidade (DUTRA et al., 1993).

A sensibilidade da soroneutralizacdo em camundongo no diagndstico laboratorial
do botulismo bovino foi de 43 %, quando realizado analises de materiais provenientes
de animais com quadro clinico, patolégico e epidemioldgico da enfermidade (DUTRA,
2001)

WEISS & WEISS (1988) empregaram o teste de fixacdo de complemento e
consideraram o teste rapido e com boa sensibilidade. THOMAZ (1991) comparou o
ensaio imunoenzimatico (ELISA) com a soroneutralizacdo na tentativa de deteccao de
toxinas C e D e verificou sensibilidade de 70% e especificidade de 96%. ELLIS et al.
(1999) também observaram uma boa correlacao entre os dois ensaios para mensurar a
concentracao de toxina botulinica tipo C e D em forma de toxdide.

O teste imunoenzimatico (ELISA) foi desenvolvido para detectar e/ou monitorar
anticorpos contra toxina botulinica em rebanhos vacinados com toxdides tipos C e D e
investigar a frequéncia da enfermidade nos rebanhos. Segundo GREGORY et al.
(1996), o teste de ELISA indireto foi eficaz, com alta reatividade, estimando-se a
proporcdo de animais expostos ou ndao a enfermidade, principalmente em areas
endémicas.

Nos paises onde a enfermidade oferece riscos, o controle foi realizado adotando-
se medidas como a imunizagdo ativa dos animais (TAMMEMAGI & GRANT, 1967;
JANSEN et al, 1976), principalmente nos sistemas de criagdo extensiva
(DOBEREINER et al., 1992). Além disso, a prevencdo de surtos de intoxicacdo
botulinica associados a osteofagia, a correcao da deficiéncia de fésforo e a retirada das
fontes de contaminacdo das pastagens junto a vacinacdo sdo de fundamental
importancia (KRIEK & ODENDAAL, 1994). Segundo DUTRA (2001), 95,79% das



propriedades rurais onde ocorreram surtos de botulismo associado a osteofagia, entre
0s anos de 1989 e 2000, nao haviam vacinados os animais.

LOBATO (1989) avaliou a eficiéncia dos imundgenos antibotulinicos bivalentes C
e D comercializados no Brasil no periodo de 1986-1989 e nenhum dos produtos atendia
satisfatoriamente as exigéncias minimas de antitoxinas séricas C e D para a imunizac¢ao
dos bovinos. Nesse periodo ndo havia programas de controle da producédo de vacinas
no Brasil.

Em 1996, DUTRA & DOBEREINER avaliaram a eficacia de uma vacina
botulinica bivalente C e D de origem australiana na prevencdo da doenga em uma
propriedade rural com histérico epidemioldgico, clinico-patolégico e laboratorial de
botulismo. Durante um ano de observacdo e com a auséncia de outras medidas
especificas para o controle do botulismo, os resultados foram de 31 mortes de animais
nao vacinados e apenas uma entre os vacinados, demonstrando a eficacia da vacina
bivalente mesmo em situagao de alto desafio.

Recentemente, STEINMAN et al. (2006) avaliando surtos da enfermidade em
animais vacinados entre os anos de 2002 e 2006, verificaram que as fémeas com
menos de trés paricbes ou nuliparas foram as mais afetadas, enquanto as multiparas
demonstraram maior resisténcia a intoxicagcdo devido ao numero de inoculagdes
vacinais que receberam em anos anteriores. Em andlise de riscos, levando em
consideracdo a epidemiologia, tempo de exposicdo e as fontes de intoxicacéo
encontradas nas propriedades, foi observada a probabilidade de 96% de animais nao
vacinados, de 6 a 24 meses de idade, serem acometidos pela enfermidade, e 24% em
animais com idade de 2 a 6 meses, provavelmente protegidos por anticorpos maternos.
Segundo os autores, os toxoides utilizados conferiram uma protecdo adequada contra a
exposicao natural, porém o protocolo de vacinacdo ao rebanho leiteiro deveria ser
otimizado para aquela populagao animal.

A avaliagdo da imunogenicidade dos toxdides C e D pela soroneutralizacdo em
camundongos, quando comparadas por LOBATO et al. (1999), mostrou que a
vacinacdo com toxdides botulinicos bivalentes C e D foi menos eficiente que no
emprego de toxdides monovalentes. Maiores concentragcdes de anticorpos foram



observados duas semanas apds as doses de reforco para as vacinas monovalentes C
(9,8 Ul/mL) e D (8,4 Ul/mL) quando comparada com a bivalente C e D (6 Ul/mL para C
e 7 Ul/mL para D, respectivamente).

Na Australia, BROWN et al. (1999) compararam a imunogenicidade de duas
vacinas bivalentes C e D pelo teste de ELISA. Seis meses apds a vacinagdo dos
animais com dose unica da Websters Singvac (vacina contendo um 6leo ndo mineral
como adjuvante) e da CSL (vacina convencional), a Singvac produziu resposta imune
duas vezes maiores que a CSL. Contudo, essa diferenca foi evidenciada apenas contra
a toxina tipo C, e ambas as vacinas produziram titulos similares de anticorpos contra o
tipo D. Nesse trabalho, os autores também puderam verificar a alta concentracao de
anticorpos contra o tipo C e D nas desmamas de bezerrosantes da vacinagao e
associaram esses resultados a imunidade passiva, pois as maes haviam sido vacinadas
em varias ocasides.

A resposta humoral de cobaios e bovinos vacinados com trés diferentes toxdides
antibotulinicos bivalentes tipos C e D, comercializados no Brasil, foi comparada por
FONSECA (2001). Segundo o autor, ocorreram diferencgas significativas na produgao de
anticorpos pelas diferentes vacinas avaliadas, principalmente contra o tipo C. Os
resultados também demonstraram que os cobaios, animais de laboratério utilizados
para as provas de poténcia de toxdides antibotulinicos no pais, apresentaram uma
resposta imune significativamente maior que os bovinos.

QUEIROZ (2001) descreveu o desenvolvimento de um teste de ELISA indireto,
verificando elevado grau de especificidade e sensibilidade para a deteccdo de
anticorpos contra as toxinas C e D de C. botulinum. Na ocasiao, a autora observou
diferencas significativas na producao de anticorpos tanto contra a toxina tipo C, como
contra a toxina tipo D, em bovinos vacinados com toxéides comerciais.

Variagdes na resposta humoral de ovinos vacinados com toxéides botulinicos C
e D comerciais também foi avaliada por NOBREGA (2007). Pelo teste de ELISA
indireto, as vacinas produziram elevado grau de anticorpos, permanecendo até os seis
meses apds a vacinagao, porém com diferenca significativa na resposta imune entre as

vacinas testadas.



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

e Avaliar a resposta humoral de bovinos para as toxinas botulinicas tipos C e D.

3.2 Especificos

e Avaliar durante o periodo de 342 dias (dias 0, 42, 75, 160, 250 e 342), a
resposta humoral de bovinos para as toxinas botulinicas tipos C e D, vacinados
com diferentes produtos comerciais;

e Comparar a resposta humoral de bovinos vacinados com toxdides bivalentes e
polivalentes comerciais;

e Avaliar a imunidade passiva em bezerros até os trés meses de idade, filhos de
maes vacinadas com diferentes toxdides comerciais;

e Avaliar a resposta humoral de bovinos para as toxinas botulinicas tipos C e D,

quando vacinados com toxdide bivalente comercial em diferentes idades.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Vacinas antibotulinicas comerciais

Foram adquiridas no comércio quatro vacinas antibotulinicas de diferentes
fabricantes em uso no Brasil, sendo duas vacinas bivalentes (contendo toxdides
botulinicos C e D) e duas vacinas polivalentes (contendo toxoéides botulinicos C e D e
outros inéculos contra as demais Clostridioses) adsorvidas em hidréxido de aluminio. A
aquisicao foi realizada em periodos e com partidas diferentes, observando-se a
conservacao e o prazo de validade.

4.2 Grupos experimentais de bovinos
4.2.1 Vacas

Cem vacas adultas (Nelores), pertencentes a uma propriedade rural com
histérico clinico e epidemioldgico de botulismo e sem registro de vacinagao nos ultimos
dois anos, foram agrupadas em 5 grupos de 20 animais. Quatro grupos foram
vacinados, sendo 0s grupos vacina 1 e vacina 2 com vacinas bivalentes, e os grupos
vacina 3 e vacina 4 com vacinas polivalentes. O grupo controle nao foi vacinado. A
revacinacao (22 dose) dos bovinos foi efetuada 42 dias apds o estimulo primario
(FONSECA, 2001), utilizando-se a via subcutanea e a dose recomendada pelo
fabricante (5 mL).

Os grupos permaneceram, durante o experimento, na unidade de origem (Pdlo
Regional de Desenvolvimento Tecnolégico dos Agronegécios (PRDTA) do Extremo
Oeste, Andradina — SP) devidamente identificados e em sistema de criagao extensiva.

Seis colheitas de sangue (4.3) dos animais foram realizadas de livre arbitrio ao
longo do experimento: nos dias zero (inicio do experimento), 42, 75, 160, 250 e 342

apdés a vacinagao.
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4.2.2 Bezerros lactentes

Foram utilizados 75 bezerros, de ambos os sexos, da raga Nelore, sendo 63
filhos de maes vacinadas com quatro diferentes toxdides comerciais contra as toxinas
botulinicas tipos C e D e 12 que Desses 75 bezerros, 12 que nasceram de maes nao
vacinadas caracterizando o grupo controle neste experimento. O primeiro lote de
animais foi agrupado de acordo com a vacina inoculada na mae (4.2.1), ou seja, 0s
bezerros nascidos do grupo vacina 1 formaram o grupo B1, os nascidos do grupo
vacina 2 formaram o grupo B2 e assim sucessivamente.

A estacao de paricao durou 3 meses, iniciando-se 40 dias ap6s a revacinacao
das vacas (maes). Os animais foram mantidos em sistema de criacdo extensiva e
devidamente identificados no dia do nascimento. Para as andlises, 3 colheitas de
sangue (4.3) dos bezerros foram realizadas, nos dias 7 (+ 2), 45 e 90 apds o

nascimento.

4.2.3 Animais Pés-desmama

Foram vacinados 90 bovinos, de ambos os sexos, da raca Nelore, sem histérico
de vacinacdo prévia, pertencentes a Unidade de Pesquisa da Faculdade de
Engenharia, Unesp, Campus de llha Solteira, onde surtos de botulismo ja& haviam
ocorrido em anos anteriores. Os animais foram agrupados de acordo com a faixa etaria,
formando 3 grupos (n=30); animais com idade inferior a 2 anos, entre 2 e 5 anos e
superior a 5 anos.

Foi empregada uma vacina bivalente C e D (vacina 2) utilizando-se a via
subcutanea e a dose recomendada pelo fabricante (5 mL). A revacinagao (22 dose) foi
efetuada 42 dias apds o estimulo primario (FONSECA, 2001) e as colheitas de sangue

(4.3) foram realizadas nos dias zero (inicio do experimento), 42 e 72 ap6s a vacinagao.
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4.3 Colheita de sangue

As colheitas foram realizadas por puncédo da veia jugular com a utilizacdo de
tubos Vacuntainer®. As amostras permaneceram em repouso a temperatura ambiente
até a completa retracdo do codgulo e posteriormente foram centrifugadas para a

obtencao do soro sangliineo e mantidas a —20° C até a utilizagao no teste soroldgico.

4.4 Teste de ELISA Indireto

As amostras de soro sanguineo dos bovinos foram submetidas individualmente e
em duplicata a deteccao de anticorpos contra as toxinas botulinicas tipos C e D pelo
teste de ELISA indireto seguindo a metodologia descrita por GREGORY et al. (1996),
com algumas modificagdes.

Para a producao e semipurificacédo do antigeno a ser utilizado no teste de ELISA,
cepas de C. botulinum tipos C e D, pertencentes a bacterioteca do Laboratério de
Pesquisas em Enfermidades Infecciosas dos Animais, Unesp-Aracatuba, foram
semeadas em baldes de cultura (1.000 mL) contendo meio Cooked Meat Medium
(CMM). Apoés a inoculagdo, o meio de cultura foi aquecido em banho-maria a 80°C por
10 minutos para eliminacdo dos contaminantes e ativacdo dos esporos. Apds o
resfriamento em temperatura ambiente, os tubos foram levados para a estufa
bacteriolégica e mantidos a temperatura de 37°C por um periodo de 5 a 7 dias. O
sobrenadante da cultura foi centrifugado a 3.000 g por 10 minutos e filtrado em Millipore
(0,45 um).

A presenca das toxinas e sua toxicidade foram avaliadas pelo bioensaio em
camundongo, inoculando-se em camundongos 0,5 mL do sobrenadante da cultura por
via intraperitoneal. Os camundongos inoculados foram observados por um periodo de 3
dias, para a verificagao de sinais clinicos sugestivos do botulismo: respiracao ofegante,
incoordenacao motora, dificuldade de andar, “abdémen de vespa”, asfixia e morte. A

identificacdo dos tipos de C. botulinum pela soroneutralizacdo em camundongo foi
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realizada de acordo com os procedimentos descritos por DOWELL & HAWKINS (1974),
utilizando-se antitoxinas homologas obtidas do “Center for Disease Control”, Atlanta,
Georgia, Estados Unidos da América.

As fracdes liquidas colhidas da cultura foram centrifugadas (HERMLE Z513K) a
2.000 g, a 4°C, por 30 minutos, e precipitadas em sulfato de aménio (380g/L), sob a
temperatura de 4°C, por 12 horas. Posteriormente, apds a centrifugacdo a 5.000 g, a
4°C por 30 minutos, o sedimento foi ressuspenso em Tris-EDTA. Esse procedimento foi
repetido trés vezes, e o material dialisado em sacos de didlise imersos em Solugéao
Tamponada de Fosfato (PBS), pH 7,4, por 4 dias.

A concentracao de proteina total, 6,7 mg/ml para a toxina C e 4,4 mg/mL para a
toxina D, foi determinada pelo kit comercial, pelo método colorimétrico do &cido
biciconinico (BCA) (PIERCE®).

As diluigdes do antigeno e dos soros testes para a execucao do ELISA foram
estabelecidas pela prévia diluicdo seriada dos soros controles positivos e negativos.
Dessa forma, foram escolhidas as diluicbes que ofereceram a melhor discriminacao
entre os respectivos soros.

O soro controle negativo utilizado na padronizacdo e posteriormente como
controle nas placas dos testes foi obtido de bezerros privados de colostro ao
nascimento, e o soro controle positivo, contendo 5Ul/mL de anti-C e anti-D, foi
gentilmente cedido pelo Laboratério Nacional Agropecuario (Lanagro/MG) de Pedro
Leopoldo.

As placas de poliestireno de 96 cavidades (NUNC, Denmark) foram
sensibilizadas (100uL/cavidade) com o antigeno diluido 1:200 para o tipo C e 1:10 para
o tipo D em tampao carbonato-bicarbonato (TCB), pH 9,6, e incubadas a 4°C em
camara umida por 12 horas. Apés cinco lavagens com PBS-T (0,1%), pH 7,4, as placas
foram bloqueadas (200uL/cavidade) com leite em p6 desnatado a 15%, diluido em TCB,
e incubadas em cdmara umida a 37°C por 1 hora.

Apbés as sequéncias de lavagens, como descrito anteriormente, foram
adicionados (50 pL/cavidade) os soros dos animais, diluidos em PBS acrescido de 15%
de leite em pd desnatado, na diluicdo 1:200 para analisar o tipo C e 1:5 para analisar o
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tipo D. Em seguida, foi realizada nova seqiéncia de lavagens com PBS-T (0,1%), pH
7,4, e adicionou-se entdo (100 ulL/cavidade) o conjugado imunoenzimatico comercial
(SIGMA®), antiimunoglobulina bovina conjugada com peroxidase, na diluicdo de 1:6.000
(de acordo com o fabricante) em PBS-T acrescido de 15% de leite em p6 desnatado. As
placas foram incubadas a 37°C por 2 horas, em camara umida.

Apbés as lavagens das placas, o substrato Orto-fenileno-diamina (OPD),
acrescido de H.O. a 3%, foi diluido em tampéao citrato-fosfato, pH 4,5, e adicionado
(100 pL/cavidade) as placas, por 15 minutos, em temperatura ambiente, livre da luz
solar. A reacéo foi interrompida com HCI 2M (50uL/cavidade) e avaliada em densidade
ptica (DO) pela leitora de microplacas de ELISA (Labsystem — Multiskan EX®) em filtro
de 492 nm.

Para a interpretacdo do teste foi utilizada a seguinte formula: Y = XA - XN / XP -
XN; onde, Y é o valor final em absorbancia do soro teste, XA é a média da densidade
optica (DO) do soro teste e XN e XP sdo, respectivamente, as médias das DOs dos

soros controles negativos e positivos.

4.5 Analise Estatistica

Na avaliagdo e comparacédo da resposta humoral de bovinos contra as toxinas
botulinicas tipos C e D, vacinados com diferentes produtos comerciais contendo
toxdides botulinicos bivalentes (vacinas 1 e 2) e polivalentes (vacinas 3 e 4), os dados
foram transformados em log (x+1) e submetidos a andlise de variancia com medidas
repetidas e analise dos residuos para verificar a normalidade e a homogeneidade de
variancias, pré-requisitos necessarios para a analise de varidncia. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, e os dados foram considerados significativos quando
p<0,05.

O mesmo teste foi empregado para analisar a imunidade passiva em bezerros

até os trés meses de idade, além de anélise de correlagao e regressao dos valores de
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anticorpos maternos (densidade éptica) contra as toxinas botulinicas tipos C e D, em
funcéo do dia do nascimento dos bezerros apds a vacinacao das maes.

Na avaliagcdo da resposta humoral de bovinos vacinados com toxoide
botulinico bivalente C e D nas diferentes faixas etarias, os dados foram transformados
em log (x+1) e submetidos a andlise de variancia e anélise dos residuos para verificar
a normalidade e a homogeneidade. As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey, e os dados foram considerados significativos quando p<0,05.

As analises estatisticas foram efetuadas empregando-se o programa SAS
(1999).
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5 RESULTADOS

5.1 Resposta humoral de bovinos para as toxinas botulinicas tipos C e D:
analise individual dos produtos comerciais

Os valores médios da resposta humoral de bovinos vacinados com quatro
produtos comerciais, avaliado pelo teste de ELISA indireto em diferentes momentos,
sao apresentados nas Tabelas 1 e 2, e a representacdo grafica ao longo de todo
periodo de monitoramento (aproximadamente um ano) esta registrada nas Figuras 1 e
2.

Para a toxina tipo C, as vacinas 1, 2, 3 e 4 ndao apresentaram diferencas
significativas na resposta humoral (p>0,05), quando avaliadas 42 dias apds a
vacinagao. Aos 75 dias, a vacina 1, que corresponde a uma das vacinas bivalentes, foi
superior as vacinas 3 e 4, induzindo maior producao de anticorpos nos animais, porém,
nao diferiu estatisticamente da vacina 2 (bivalente).

Quando avaliados aos 160 dias, houve uma queda significativa na quantidade de
anticorpos em todos os grupos vacinados, ndao havendo mais diferencas significativas
entre as quatro vacinas testadas (p>0,05). Aos 250 dias, 0s quatro grupos vacinados
apresentaram baixos valores de anticorpos e aos 342 estes valores nao diferiram dos
determinados no grupo controle.

Para a toxina tipo D, aos 42 dias da vacinacdo, ndo houve diferencas significativas
(p>0,05) entre as vacinas 1, 2 e 4, que apresentaram neste momento, valores superiores a
vacina 3. Aos 75 dias, a vacina 1 apresentou maior indu¢do de anticorpos, diferindo
estatisticamente das outras vacinas (p<0,05). Contudo, quando avaliadas aos 160 dias, as
vacinas ja ndo apresentavam diferencas significativas na resposta humoral entre elas
(p>0,05). Aos 250 dias, a vacina 4 foi inferior as vacinas 1, 2 e 3, que ndo diferiram
estatisticamente entre si, enquanto aos 342 dias, a vacina 3 apresentou-se inferior as

outras, ndo diferindo neste momento dos animais ndao vacinados (controle).



Tabela 1. Valores médios da resposta humoral (DO) para a toxina tipo C de bovinos vacinados com quatro produtos

comerciais distintos, avaliados pelo teste de ELISA indireto até 342 dias apds a vacinagao primaria

Dias

DOs Tipo C (Média + Desvio padrao)

0
42
75
160
250
342

Grupos
Vacina 1 Vacina 2 Vacina 3 Vacina 4 Controle
0,086 + 0,108 ** 0,076 +£0,057 %  0,079+0,056°*  0,073+0,069°* 0,056 + 0,040 **
0,288 + 0,191 A8 0,399+0,181"  0,413+0238**  0,439+0,290* 0,129+ 0,099 *®

0,638 + 0,360
0,153 £ 0,129 *®
0,093 + 0,080 A8
0,066 + 0,085 %

0,526 + 0,217 B
0,198 £ 0,107 A
0,061 + 0,031 %€
0,056 + 0,053 %

0,349 + 0,189
0,197 + 0,111 ™
0,110 £ 0,073 B
0,131 + 0,092 P°A

0,390 + 0,287 28
0,177 £ 0,157 PA
0,142 + 0,085 °A

0,113 + 0,049 P8

0,066 + 0,105 °°C
0,069 + 0,063 &
0,023 + 0,034 °©

0,085 + 0,062 3B

Médias seguidas de letras minusculas diferentes, na coluna, e maiusculas diferentes, na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).
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Tabela 2. Valores médios da resposta humoral (DO) para a toxina tipo D de bovinos vacinados com quatro
produtos comerciais distintos, avaliados pelo teste de ELISA indireto até 342 dias apds a vacinag¢ao primaria

Dias

DOs Tipo D (Média + Desvio padrao)

0
42
75
160

250
342

Grupos
Vacina 1 Vacina 2 Vacina 3 Vacina 4 Controle
0,053+0,199% 0,147 £0,192°*  0,099+0,144°*  0,070+0,162°* 0,107 £ 0,032 **
0,441 £0,173% 0,237 +0,128°°¢ 0,304 £0,237®*®  0,112+0,019 %

0,429 + 0,212 °A
0,756 + 0,342 2
0,332 + 0,238 ™A
0,340 + 0,275 PAB
0,294 + 0,231 8

0,430 £ 0,119
0,312 £ 0,150 *A
0,392 + 0,186 2°A
0,416 + 0,177 A

0,300 + 0,158 2B
0,349 + 0,193 A

0,323 + 0,238 2PAB
0,241 + 0,105 "¢

0,468 + 0,323 2
0,412 + 0,202 A
0,237 + 0,178 "BC

0,347 + 0,236 2B

0,116 0,021 °C
0,119 + 0,022 B
0,124 + 0,024 3°
0,127 + 0,024 3°

Médias seguidas de letras minUsculas diferentes, na coluna, e mailsculas diferentes, na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05)

Ll
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DOTipo C

Coleta (dias)

‘ —e— Vacina 1 —=— Vacina 2 —a— Vacina 3 —m— Vacina 4 —x— Controle ‘

Figura 1. Resposta humoral para a toxina botulinica tipo C, em bovinos vacinados
com quatro diferentes toxdides botulinicos comerciais (vacina 1, 2, 3 e 4), avaliados

pelo teste de ELISA indireto em diferentes momentos.

250 342

0 42 75 160

Coleta (dias)

‘ —e— Vacina 1 —=— Vacina 2 —a— Vacina 3 —m— Vacina 4 —— Controle ‘

Figura 2. Resposta humoral para a toxina botulinica tipo D, em bovinos vacinados
com quatro diferentes toxdides botulinicos comerciais (vacina 1, 2, 3 e 4), avaliados

pelo teste de ELISA indireto em diferentes momentos.
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5.2 Resposta humoral de bovinos para as toxinas botulinicas tipos C e D: analise
dos agrupamentos dos produtos comerciais bivalentes ou polivalentes

Na comparagdo da resposta humoral de bovinos vacinados com toxdides
bivalentes e polivalentes, para a toxina tipo C, as vacinas bivalentes (1 e 2) foram
superiores quando avaliadas aos 75 dias apds a vacinagao, com diferenca significativa
neste momento (p<0,05), enquanto no final da avaliagcdo, aos 342 dias, as vacinas
bivalentes foram inferiores as polivalentes (3 e 4). Nos outros momentos avaliados, ndo
houve diferenga significativa entre elas.

Diferente situagdo ocorreu para a toxina tipo D. As vacinas bivalentes foram
superiores em relacao as polivalentes em quase todo o periodo de monitoramento (342
dias), com uma magnitude superior na resposta humoral, exceto aos 160 dias, quando
estatisticamente ndo diferiu das vacinas polivalentes (Tabela 3). A representacao
grafica da resposta humoral para as toxinas botulinicas tipos C e D, de bovinos
vacinados com toxoides botulinicos bivalentes (vacinas 1 e 2) e polivalentes (vacinas 3
e 4), em diferentes momentos esta registrada nas Figuras 3 e 4.

Tabela 3. Valores médios da resposta humoral (DO) para as toxinas tipos C e D, de
bovinos vacinados com toxdides botulinicos bivalentes e polivalentes, avaliados pelo

teste de ELISA indireto em diferentes momentos

Vacinas
Dias Tipo C Tipo D
Bivalente* Polivalente Bivalente Polivalente

0 0,081 + 0,086 A 0,069 + 0,056 A 0,100 +0,198 A 0,080 +0,101 A
42 0,344 + 0,192 A 0,325+ 0,259 A 0,435 10,191 A 0,221 £0,182 B
75 0,582 + 0,298 A 0,256 + 0,228 B 0,593 +0,302 A 0,276 £0,214 B
160 0,176 £ 0,119 A 0,146 £+ 0,128 A 0,322 +0,196 A 0,282 +0,194 A
250 0,077 £ 0,062 A 0,089 + 0,084 A 0,366 +0,233 A 0,215+0,178 B
342 0,061+ 0,070 B 0,106 £ 0,072 A 0,355 +0,212 A 0,226 £0,145B

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes, na linha para cada tipo, diferem entre si pelo teste

deTukey (p<0,05).
* Médias das duas vacinas (bivalentes e polivalentes).
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DO Tipo C

0 42 75 160 250 342
Coleta (dias)

‘ —« Bivalente —=— Polivalente ‘

Figura 3. Resposta humoral para a toxina botulinica tipo C, de bovinos vacinados com
toxdides botulinicos bivalentes (vacinas 1 e 2) e polivalentes (vacinas 3 e 4), avaliados

pelo teste de ELISA indireto em diferentes momentos.

DO Tipo D

0 42 75 160 250 342
Coleta (dias)

—e— Bivalente —=— Polivalente

Figura 4. Resposta humoral para a toxina botulinica tipo D, de bovinos vacinados com
toxdides botulinicos bivalentes (vacinas 1 e 2) e polivalentes (vacinas 3 e 4), avaliados

pelo teste de ELISA indireto em diferentes momentos.
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5.3 Resposta humoral de bovinos contra as toxinas botulinicas tipos C e D:

analise da imunidade passiva em bezerros

Quando avaliada aos 7 (+ 2) dias de vida, a concentracdo de anticorpos
maternos para a toxina botulinica tipo C apresentada pelos grupos B1, B2, B3 e B4
foram similares, ndo apresentando diferenga significativa (p>0,05). Quando avaliados
aos 45 dias, os grupos B1, B3 e B4 néao diferiram entre si, enquanto o grupo B2 nao
diferiu do grupo controle. Aos 90 dias de vida, houve uma redugéo significativa na
concentracdo de anticorpos maternos, e 0s grupos nao diferiram do grupo controle
(Tabela 4 e Figura 3).

Em relagao a toxina tipo D, também nado houve diferenga significativa entre os
grupos B1, B2, B3 e B4 (p>0,05), quando avaliada a concentracdo de anticorpos de
origem materna apresentados aos 7 (x 2) dias de vida. Aos 45 dias, a concentracao de
anticorpos foi similar estatisticamente entre os grupos B1, B2 e B3, diferindo do grupo
B4 que se equiparou ao grupo controle. Aos 90 dias de vida, todos 0s grupos nao
diferiram do grupo controle (Tabela 5 e Figura 4).

Em analise dos valores obtidos pelos grupos aos 7 dias de vida, foi verificada
uma correlagéo linear do espagamento entre o dia da vacinacao das maes e o dia do
nascimento dos bezerros. A medida que passou mais tempo da vacinagdo das maes
até o parto, menor foram os valores de anticorpos de origem materna detectados nos
bezerros (Tabela 6). No entanto essa correlacdo ocorreu apenas para o tipo C. A
representacao gréafica da correlacdo linear entre o dia da vacinacao das maes e o dia do
parto esta registrada nas Figuras 5 e 6.
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Tabela 4. Valores médios (DO) de anticorpos maternos para a toxina tipo C, de

bezerros avaliados pelo teste de ELISA indireto até os 90 dias de vida

Grupo

DO Tipo C (Média *+ Desvio padrao)

Dias de vida

7

45

90

B1
B2
B3
B4

Controle

0,239 +0,114 **
0,210 + 0,140 **
0,152 +0,119 ®*
0,238 £ 0,107 **
0,069 + 0,075 **

0,059 + 0,047 **®°
0,028 + 0,030 *®
0,055 + 0,077 **®
0,085 + 0,064 *®
0,017 £0,011 °®

0,016 + 0,032 *®
0,018 + 0,030 *®
0,026 + 0,048 *®
0,023 + 0,045 *°
0,007 +0,021 *®

Médias seguidas de letras minusculas diferentes, na coluna, e mailsculas diferentes, na linha, diferem

entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 5. Valores médios (DO) de anticorpos maternos para a toxina tipo D, de

bezerros avaliados pelo teste de ELISA indireto até os 90 dias de vida

Grupo

DO Tipo D (Média + Desvio padrao)

Dias de vida

7

45

90

B1
B2
B3
B4

Controle

0,282 + 0,160 **
0,281 +0,182**
0,335+0,133
0,240 + 0,097 **
0,058 + 0,068 **

0,161 +0,102 %
0,147 +0,118 %
0,190 +0,120 *®
0,046 + 0,038 *®
0,025 + 0,033 **

0,056 + 0,071 *©
0,047 + 0,089 *°
0,084 + 0,116 *©
0,007 + 0,024 *®
0,047 + 0,105 **

Médias seguidas de letras minusculas diferentes, na coluna, e mailsculas diferentes, na linha, diferem

entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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DO Tipo C
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|+ Bt —=— B2

—a— B3

—m- B4

—x— Controle ‘

Figura 5. Imunidade passiva para a toxina botulinica tipo C em bezerros até os 90 dias

de vida, avaliada pelo teste de ELISA.

DO Tipo D

Dias de vida

——B1 —=— B2

—A— B3

-m B4

—x— Controle

Figura 6. Imunidade passiva para a toxina botulinica tipo D em bezerros até os 90 dias

de vida, avaliados pelo teste de ELISA.



Tabela 6. Coeficiente da correlagéo linear entre os dia da vacinagédo das méaes e o
nascimento dos bezerros, para os tipos C e D

Densidade Optica Coeficiente de Correlacao (r) P
Tipo C - 0,782 < 0,0001
Tipo D -0,174 0,1826
0,6

y = -0,0044x + 0,5966
o R%=0,6112

DO Tipo C

O T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

9,

Dias do nascimento ap6s a vacinacdao das maes

Figura 7. Diagrama de dispersao dos valores de anticorpos maternos (DO) para a
toxina botulinica tipo C, em funcdo do dia do nascimento dos bezerros apods a

vacinagcdo das maes, com a representacdo da reta ajustada e coeficiente de
determinacéo (R?).
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Figura 8. Diagrama de dispersao dos valores de anticorpos maternos (DO) para a
toxina botulinica tipo D, em funcdo do dia do nascimento dos bezerros apdés a

vacinagado das maes.

5.4 Resposta humoral de bovinos contra as toxinas botulinicas tipos C e D:
analise dos grupos de acordo com a faixa etaria

Com a vacina comercial bivalente, o grupo de animais com idade acima de cinco
anos apresentou valores de anticorpos estatisticamente superiores aos outros grupos
tanto para a toxina tipo C quanto para a toxina tipo D (p<0,05), quando avaliados 30
dias ap6s o reforgo (Tabela 7). Entre os grupos de animais, inferior a 2 anos de idade e
entre 2 e 5 anos de idade, ndo houve diferencgas significativas na resposta.

A vacina bivalente apresentou nos trés grupos avaliados uma magnitude na

resposta soroldgica contra o toxdide D em relagéo ao toxoide C (Figura 9).
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Tabela 7. Valores médios da resposta humoral (DO) para as toxinas botulinicas tipos C
e D de bovinos vacinados e avaliados 30 dias ap6s o refor¢co segundo a faixa etaria e o

tipo de toxina

Faixa etéria Densidade Optica (X + EPM)
(anos) Anti C Anti D
Até 2 0,273+ 0,014 bB 0,505 = 0,052 bA
De2ab5 0,297 + 0,023 bB 0,412 £ 0,035 bA
Acimade 5 0,396 + 0,023 aB 0,640 = 0,050 aA

Médias seguidas de letras diferentes, minasculas na coluna e maiusculas na linha, diferem entre si pelo

teste de Tukey (p<0,05).

0,8
0,7 A
0,6 -
0,5 A
0,4 -
0,3 A
0,2 A
0,1 A

Densidade optica ()

2ab
Anos

/m AntiCBANtD |

Figura 9. Representacao grafica dos valores médios da resposta humoral de bovinos
vacinados com toxdide botulinico bivalente C e D nas diferentes faixas etarias,

avaliados pelo teste de ELISA indireto 30 dias apds a dose reforco.
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6. DISCUSSAO

A ocorréncia do botulismo no pais tem sido reportada de grande relevancia
econdmica e sanitaria como causa de mortalidade bovina. As complexidades do manejo
sanitario preventivo da doenca reforcam a necessidade de adocdo de medidas
profilaticas especificas nos sistemas de producéo, incluindo a suplementagao mineral, a
eliminacao sistematica de carcacas e a utilizagdo de vacinas contra o botulismo tipos C
e D em bovinos. Na maioria das propriedades em que ocorreram surtos da doenca, as
falhas nas praticas sanitdrias e auséncia de vacinagcdo foram predominantes e
estiveram associados a prevaléncia da intoxicagdo (DUTRA, 2001).

As vacinas antibotulinicos bivalentes C e D comercializadas no Brasil no periodo
de 1986 a 1989, quando avaliadas, ndo atendiam satisfatoriamente as exigéncias
minimas de antitoxinas C e D para a imunizacdo dos bovinos (LOBATO, 1989). Na
ocasido, ndo havia o controle oficial dos produtos comercializados e de quatro vacinas
avaliadas, nenhuma atendia os padrdes minimos exigidos, segundo a metodologia
descrita por STERNE & WENTZEL (1950).

O controle de producdo das vacinas, estabelecendo titulos minimos de
anticorpos em unidades internacionais para a comercializacdo, torna-se complexo
guando nao existe a informagéo sobre o grau de imunidade necesséria para proteger os
animais expostos ao material toxico. No campo, como nao é conhecida a quantidade de
toxina ingerida pelos animais, é desejavel que as vacinas comerciais contenham uma
guantidade de toxdides suficientes para desencadear o mais alto grau de imunidade
possivel (JANSEN et al., 1976).

De acordo com os dados obtidos no presente trabalho, todos os grupos
vacinados com os produtos comerciais em teste apresentaram um aumento significativo
de anticorpos para as toxinas botulinicas tipos C e D apds a aplicacdo das vacinas. No
entanto, ao longo do experimento, ocorreram diferengas significativas entre as vacinas
em determinados momentos avaliados. Tanto na inducdo de anticorpos para o tipo C
quanto para o tipo D, a vacina 1, apresentou, aos 75 dias da vacinag¢ao, maior inducéao
de anticorpos em relagdo as outras vacinas. Variacbes semelhantes na resposta
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humoral para as toxinas botulinicas tipos C e D apés a revacinagao, foram descritas por
FONSECA (2001) e QUEIROZ (2001), quando também avaliaram vacinas bivalentes
comerciais em bovinos.

Aos 160 dias, as quatro vacinas comerciais avaliadas ja nao apresentavam
diferencas significativas (p>0,05) entre si na producao de anticorpos, tanto para o tipo C
quanto para o tipo D. Apos este periodo e quando avaliada a resposta aos 250 dias, 0s
quatro grupos vacinados apresentaram baixos valores de anticorpos e aos 342 estes
valores nao diferiram dos determinados no grupo controle. Possivelmente os valores
encontrados sao insuficientes para a garantia de uma boa imunidade ao rebanho neste
periodo, sendo necessario reavaliar substancialmente o protocolo de vacinagdo anual.
A magnitude da resposta sorolégica dos animais para o tipo D, quando comparada com
a do tipo C, foi também descrita por LOBATO et al. (1999) e FONSECA (2001).

Outro aspecto relevante quando se pretende prevenir a intoxicacao esta
relacionado a formulacdo das vacinas. Contra a toxina tipo C, os dois toxdides
bivalentes foram superiores aos dois toxoides polivalentes 30 dias apds a 22 dose da
vacina, com diferenca significativa neste momento (p<0,05). Contra a toxina tipo D, esta
magnitude na resposta humoral ocorreu em quase todos os momentos avaliados,
exceto aos 160 dias, quando estatisticamente ndo diferiu das vacinas polivalentes
(Tabela 3).

A avaliacdo da imunogenicidade dos toxdides C e D, quando comparadas por
LOBATO et al. (1999), revelaram que a vacinag¢ao dos bovinos com toxdides botulinicos
bivalentes C e D foi menos eficiente que na formulacao com toxdides monovalentes. No
Brasil inexistem produtos comerciais monovalentes contra o botulismo. No campo,
melhores resultados sao alcangados com a utilizagdo de toxoéides bivalentes C e D em
razdo da presenga de Clostridium botulinum no ambiente e no trato digestivo dos
animais, capazes de produzir os dois tipos de toxinas (TAMMEMAGI & GRANT, 1967;
JANSEN et al. 1976).

A eficacia de vacinas bivalentes C e D no controle do botulismo ja foi relatada por
alguns autores. DUTRA & DOBEREINER (1996) verificaram em uma propriedade rural
com histdrico epidemioldgico, clinico, patoldgico e laboratorial de botulismo, 31 mortes
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entre 0s animais ndo vacinados e apenas uma entre 0s animais vacinados.
Recentemente, STEINMAN et al. (2006) também verificaram a eficacia de uma vacina
comercial bivalente avaliando surtos naturais da doenca entre os anos de 2002 e 2006.
Segundo os autores, a probabilidade de animais de 6 a 24 meses de idade, nao
vacinados, serem acometidos pela enfermidade foi de 96%. Entre os grupos de animais
vacinados e acometidos pela doenca, as fémeas com menos de trés paricbes ou
nuliparas foram as mais afetadas, enquanto as multiparas demonstraram maior
resisténcia a intoxicacao devido ao niumero de inoculacées em anos anteriores.

A utilizacdo de vacinas comerciais com formulagcées polivalentes com varios
antigenos estd cada vez mais evidente nos varios sistemas de producdo em face da
praticidade no manejo, reducdo de custos e mao de obra, porém, seu emprego deve
estar relacionado as informacdes epidemioldgicas sobre as reais necessidades que
justifique a inclusdo de mais de uma dezena de diferentes antigenos opcionais. Isto
posto, a justificativa comercial ndo deve sobrepor a racionalidade técnica com riscos e
desdobramentos sanitarios imprevisiveis.

Na avaliagdo da imunidade passiva, os bezerros nascidos de méaes imunizadas
com diferentes toxdides (Tabela 4 e 5), apresentaram anticorpos maternos contra a
toxina tipo C e D e nao houve diferencas significativas (p>0,05) entre os grupos. Isto
demonstra que as diferentes vacinas utilizadas nas maes foram similares na
transferéncia da imunidade para os bezerros. Quando avaliados aos 45 dias, 0s grupos
apresentaram baixa concentracdo de anticorpos e aos 90 dias nao diferiram do
controle. Estes resultados sdo contrarios aos encontrados por BROWN et al. (1999),
quando detectaram uma alta concentragdo de anticorpos maternos contra o tipo C e D
em desmamas de bezerros com 6 meses de idade; contudo, os autores relatam que as
maes haviam sido vacinadas em varias ocasioes.

Embora a absorcdo de anticorpos colostrais pelos recém-nascidos possa ser
afetada por varios fatores, a imunidade transferida de forma passiva pelas maes
vacinadas proporciona maior resisténcia aos bezerros de serem acometidos pela
intoxicacdo. Esta informacdo foi comprovada por STEINMAN et al. (2006), quando

avaliaram surtos naturais de botulismo e verificaram que a probabilidade de animais de
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2 a 6 meses de idade, ndo vacinados serem acometidos pela doenca era de 24%,
provavelmente protegidos por anticorpos de origem materna.

Outro aspecto relevante deste experimento foi a correlacdo da melhor resposta
humoral passiva dos bezerros com a data de vacinacdo das méaes e o dia do parto.
Quanto mais proximo a vacinacado das maes foi do parto, maiores foram os valores de
anticorpos detectados nos bezerros. Sob esse aspecto, torna-se relevante a vacinacao
das fémeas reprodutoras pelo menos 30 dias antes da paricao (22 dose). Contudo, essa
correlacao linear ocorreu apenas para o tipo C.

Quando comparada a resposta humoral para as toxinas botulinicas tipos C e D
de bovinos vacinados em diferentes idades (Tabela 7), o grupo de animais com idade
acima de cinco anos apresentou valores de anticorpos estatisticamente superiores aos
outros (inferior a 2 anos de idade e entre 2 e 5 anos de idade), tanto para a toxina tipo C
quanto para o tipo D (p<0,05), quando avaliados 30 dias ap6s o reforco. Os resultados
também demonstraram que a vacina bivalente, utilizada neste experimento, apresentou
nos trés grupos avaliados, resposta soroldgica significativamente maior contra o toxéide
D em relacdo ao toxéide C (Figura 7), o que corrobora com estudos realizados por
LOBATO et al. (1999) e FONSECA (2001).

Os resultados do presente trabalho revelaram alguns aspectos inéditos na
literatura e certamente de valor para a sanidade animal. Resultados de aplicagao
pratica e de importancia na prevencao da doenca, apresentam subsidios para a
execucao de programas de vacinacdo contra o botulismo e para a fabricacdo de

produtos de qualidade assegurada.
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7. CONCLUSOES

Os resultados da resposta humoral obtidos em bovinos contra as toxinas

botulinicas tipos C e D, avaliados pelo teste de ELISA indireto, permitiram concluir que:

a)

Ocorreram diferencas significativas (p<0,05) entre as diversas vacinas avaliadas,
principalmente aos 30 dias apds a dose reforgo;

Apos o periodo de 160 dias, nenhuma das vacinas avaliadas apresentou uma
resposta humoral significativa contra a toxina tipo C;

Os toxdides C e D de vacinas bivalentes comerciais foram superiores aos
toxdides C e D de vacinas polivalentes na indugédo de anticorpos, principalmente
contra o tipo D;

Independente das vacinas empregadas na imunizacdo ativa das maes, nao
houve diferengas significativas na imunidade passiva dos bezerros aos sete dias
de vida;

A reducgéo dos anticorpos passivos nos bezerros foi significativa aos 90 dias de
idade, alcangando valores meédios que ndo diferiram dos valores determinados
no lote do controle;

Somente os anticorpos colostrais de origem materna contra a toxina botulinica C,
e nao o tipo D, tiveram uma correlagcdo linear mais relevante nos bezerros
quando as maes foram vacinadas nos periodos mais proximos do parto;

Bovinos com idade acima de cinco anos apresentaram para ambos os toxdides,
resposta soroldgica significativamente superior as faixas etarias mais baixas;

A vacina bivalente apresentou nos trés grupos de diferentes idades, uma
magnitude melhor na resposta humoral contra o toxéide D, quando comparada
ao tipo C.
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