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RESUMO

Foi verificada pelo teste de ELISA indireto a resposta humoral contra os toxoides botulinicos
C e D em bovinos de diferentes idades. O estudo envolveu 90 animais, que foram divididos em
trés grupos (n = 30), de acordo com a sua faixa etdria; inferior a 2 anos de idade (G1), entre 2 e 5
anos (G2) e superior a 5 anos (G3). Os grupos experimentais foram vacinados com duas doses de
vacina antibotulinica bivalente (C e D) comercial, nos dias 0 e 42 ap6s a primo-vacinagao (booster).
Na avaliacdo, quando realizada 30 dias ap6s o booster, os animais do G3 apresentaram maior
producdo de anticorpos (p < 0,05) em relagdo aos demais grupos. Entre o G1 e G2 nao houve
diferenca significativa na resposta humoral contra a toxina C, no entanto, contra a toxina D, os
animais do G1 apresentaram maior producdo de anticorpos. Todos os grupos produziram uma
resposta significativa de anticorpos contra as toxinas botulinicas apés a 2* dose da vacina bivalente
comercial, principalmente contra o tipo D.
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ABSTRACT

HUMORAL RESPONSE OF VACCINATED CATTLE AGAINST TOXINS OF CLOSTRIDIUM
BOTULINUMTYPESCAND D ATDIFFERENT AGES. Cattle humoral response against type Cand
D botulinum toxoids (indirect ELISA) was verified in animals of different ages. The animals (n =
90) were divided in three groups (n = 30): group one (G1): less than two years old; group two (G2):
from 2 to 5 years old; group three (G3): more than 5 years old. The groups were vaccinated with
two doses [0 and 42 days after primary vaccination (booster)] of bivalent (C and D) antibotulinum
vaccine. Group three had higher antibody production (p < 0.05) compared to the other groups,
30 days after the booster. There was no difference (G1 and G2; p 2 0.05) in the humoral response
against C toxin, however, against D toxin, group one had higher antibody production. It was pos-
sible to conclude that after two doses of the commercial bivalent vaccine all groups produced a
significant antibody response against botulinum toxins, especially against D type.
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Obotulismo embovinos é uma doenga de grande
importancia econdmica e sanitdria como causa de
mortalidade de bovinos adultos no Brasil (DuTra,
2001). Nesta espécie, aenfermidade esta relacionada
a contaminagdo ambiental pelos esporos do Clos-
tridium botulinum tipos C e D e também ao manejo
inadequado. A intoxicacao dos animais ocorre pela
ingestdo da toxina pré-formada pelos esporos da
bactéria. No Brasil, os surtos estdo associados a
deficiéncia de fésforo e a osteofagia, principalmente

em animais criados extensivamente (TOKARNIA et
al., 1970; DuTrA; DOBEREINER, 1995; RiBas et al., 1994),
também a alimentos contaminados e armazenados
inadequadamente (Dutra,2001) ouainda pela veicu-
lagdo hidrica (Dutra et al., 2001; Souza et al., 2006).
O conhecimento das causas da enfermidade é de
grande importancia para indicar a necessidade de
vacinagao entre outras medidas de controle.
Embora a osteofagia sejaa maior responsavel por
surtos deintoxicacao em fémeasnafasereprodutiva,
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todas as categorias podem ser acometidas quando
0s surtos estao associados a ingestdo de alimentos e
agua contaminados (BArros et al., 2006). Além disso,
as caracteristicas proprias do C. botulinum, ubiqui-
tario do trato digestivo dos animais e do ambiente
tornam a erradicacdo da doenga algo impossivel,
fazendo com quea profilaxia sejaa principal medida
para o controle da enfermidade.

A vacinagao dos animais de todo o rebanho, com
toxoides bivalentes C e D de boa qualidade, aliada
a correcdo da deficiéncia de fésforo e remocao das
carcacas e/ ou fontes de intoxicagdo das pastagens,
sdoas principais medidas adotadas para se diminuir
o risco da intoxicacdo (KriEk; ODENDAAL, 1994). Em
surtos naturais da doenca, animais ndo vacinados
de 6 a 24 meses de idade apresentam taxa de 96% de
risco de intoxicac¢do botulinica, e animais entre 2 e 6
meses 24 %, provavelmente protegidos por anticorpos
maternos (STEINMAM et al., 2006).

Diante daimportancia da profilaxiana prevengao
da doenga, o presente estudo verificou pelo teste de
ELISA indireto a resposta humoral contra as toxinas
botulinicas tipos C e D em bovinos vacinados em
diferentes faixas etarias. Sem histérico de vacinagao
prévia, 90 bovinos de ambos os sexos, daraca Nelore,
pertencentes a Unidade de Pesquisa da Faculdade de
Engenharia, Universidade Estadual Paulista, Campus
de Ilha Solteira, onde surtos de botulismo ja haviam
ocorrido em anos anteriores, foram vacinados com
umavacina bivalente Ce D comercial, utilizando-se a
viasubcutanea ea dose recomendada pelo fabricante
(5mL). Os animais foram agrupados de acordo com
afaixa etdria, formando trés grupos (n =30); animais
comidadeinferiora?2anos (Gl), entre2 e 5anos (G2)
e superior a 5 anos (G3). A revacinagdo (booster) foi
efetuada 42 dias ap6s o estimulo primario (FONsECa,
2001) e as colheitas de sangue foram realizadas nos
dias zero (inicio do experimento) e 30 apds o booster.

As toxinas botulinicas (C e D) foram obtidas de
culturas de cepas de C. botulinum, provenientes do
Laboratério de Pesquisas em Enfermidades Infec-
ciosas dos Animais, Universidade Estadual Paulista,
Campus Aragatuba. Apdés o cultivo convencional
em meio de cultura Cooked Meat Médium (CMM), o
antigeno foi concentrado e semipurificado como de-

scrito por QUEIROZ (2001) e a concentragdo 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 BCA
de proteina (Pierce®). Asamostras de soro sanguineo
dosbovinos foram submetidasindividualmente eem
duplicata a detecgdo de anticorpos contra as toxinas
botulinicas tipos C e D, pelo teste de ELISA indireto,
seguindo as orientacdes de GREGORY (1996) com algu-
mas modificagdes. Asplacasforamsensibilizadascom
oantigenodiluidoem tampao carbonato/bicarbonato
(TCB), pH 9,6, e para a diluicao do soro e conjugado
utilizou-se “phosphate-buffered saline” (PBS), pH
7,4. Soros na concentracdo de 5 Ul/mL para o tipo
Ce 5 Ul/mL para o tipo D (LANAGRO/MG) foram
utilizados nos testes como controle positivo, e soros
de bezerros recém-nascidos privados de colostro
como controle negativo. As imunoglobulinas foram
detectadas utilizando-se Anti-IgG bovina, conjugada
comperoxidasenadiluicao de1:5000 eareacdo desen-
volvida com substrato orto-fenileno-diamina (OPD).

Asmédias dos grupos (faixas etarias) foram com-
paradas pelo teste de Tukey e as estatisticas foram
consideradas significativas quando p < 0,05. As
analises foram efetuadas empregando-se o programa
SAS (Statistical Analysis System, 2001).

Os grupos de animais vacinados (G1, G2 e G3)
com o produto comercial bivalente produziram res-
posta significativa de anticorpos contra as toxinas
C e D (Tabela 1) quando avaliados 30 dias apds o
reforgovacinal. Algumas diferencas estatisticamente
significativas foram observadas quando comparados
os diferentes grupos experimentais separados de
acordo com a faixa etdria. Aos 30 dias pés-reforgo
vacinal, 0 G3, com idade acima de cinco anos, apre-
sentou maior produgdo de anticorpos (p < 0,05)
contra as toxinas tipos C e D, quando comparados
aos demais grupos (Fig. 1). Entre os outros dois
grupos de animais vacinados, ndo houve diferencas
significativas naresposta contraa toxina C, enquanto
parao tipo D, os animais do G1 apresentaram maior
producao de anticorpos em relacdo ao G2. Além
disso, foi possivel observar no presente estudo que
todos os grupos apresentaram uma magnitude na
resposta humoral contra a toxina tipo D em relagao
a apresentada para o tipo C.

Tabela 1 - Média (X) e erro padrao da média (EPM) em mmHg, da densidade 6ptica inicial (DO - I) e 30
dias apo6s a revacinacdo (DO - F), segundo a faixa etaria e o tipo de toxina.

Densidade 6ptica (i + EPM)

Faixa etéria (anos)

Anti C Anti D
DO -1 DO-F DO -1 DO-F
Até 2 0,010 + 0,006 0,273 + 0,014 bB 0,079 £ 0,011 0,505 + 0,052 bA
De2ab 0,001 + 0,000 0,297 £ 0,023 bB 0,010 + 0,004 0,412 £ 0,035 bA
Acima de 5 0,031 + 0,008 0,396 + 0,023 aB 0,120 £ 0,020 0,640 + 0,050 aA

Arq. Inst. Biol., Sao Paulo, v.80, n.1, p.99-102, jan./mar., 2013



Resposta humoral de bovinos vacinados contra as toxinas botulinicas tipos C e D em diferentes faixas etdrias.

101

08
LU
0.6 1
0.5 1
04 A
0.3
0,21
011

Dannldade dptica ()

2ab
Amos

EAN C mAniD

Fig. 1 - Resposta humoral de bovinos vacinados com toxéides botulinicos bivalentes C e D.

Os animais vacinados receberam a dose reforgo
aos 42 dias da dose primaria. Este intervalo de re-
vacinacdo foi determinado seguindo o protocolo de
Fonseca (2001), que verificou oaumentona produgao
de anticorpos contra a toxina do tipo D, quando
comparado ao protocolo comumente utilizado de
30 dias. O uso de vacinas antibotulinicas de boa
qualidade tem sido recomendado, demonstrando
em situacdo de alto risco a diminui¢ao da probabi-
lidade de animais vacinados serem acometidos pelo
botulismo (DUTRA; DOBEREINER, 1996). A enfermidade
pode ocasionar perdas consideraveis no rebanho,
uma vez que o tratamento na maioria das vezes é
tardio eimpraticdvel. A recomendacao da utilizacao
de vacinas contra o botulismo sempre esteve condi-
cionadaaocorréncia daenfermidadena propriedade
ou regido e em animais adultos. No entanto, com a
altacontaminagao ambiental pelo micro-organismo,
associado ao aumento de surtos esporddicos da
enfermidade por alimento e d4gua contaminada, a
vacinacdo tem sido uma grande aliada na preven-
¢do da doenca em todos os sistemas de produgdo e
diferentes faixas etdrias.

Pelo teste de ELISA indireto, nas condi¢des em
que foi realizado o presente estudo, o grupo de ani-
mais adultos, acima de cinco anos (G3), apresentou
maior produgdo de anticorpos, fato este que pode ser
causado poralgum contato/ desafionatural, umavez
que a propriedade da universidade possui histérico
da enfermidade. Foi possivel observar que todos os
grupos apresentaram um aumento na producao de
anticorpos contra as toxinas Ce Daposarevacinagao
dos animais, principalmente contra a toxina tipo D.
Estes dados também foram observadosemestudos de
avaliacdo de vacinas antibotulinicas comercializadas
no Brasil (Losarto ef al., 1999; Fonseca, 2001; Curcy,
2008). Variagdes imunogeénicas segundo o toxoide
empregado na producao das vacinas ou ainda uma
diferenca na concentracdo antigénica final podem
estar envolvidas.

_ Este trabalho foi aprovado pela Comissao de
Etica na Experimentacao Animal - CEEA - FOA/
UNESP, protocolo n°® 006929-2008.
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