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1 - RESUMO

As salmonelas sao um grupo de bacterias responsaveis
por perturbagoes entericas no homem e nos animais domesticos,
trazendo grandes prejuizos e causando alta mortalidade nos re-
banhos brasileiros.

Dos tratamentos para as doengas infecciosas existen-
te até o momento, a vacinagao constitui-se no mais eficiente e
menos dispendioso. Existem varios processos para se obter va-
cinas contra bacteérias. O uso da radiagao ionizante vem se
tornando numa boa alternativa para melhoria da eficiencia das
vacinas nao so contra bacterias, mas contra quaisquer parasi -

tos.



Porem muitos fatores interferem na utilizagao da ra-
diagao ionizante para inativar os patogenos causadores de doen
gas. Para a obtengao de vacinas irradiadas com a maxima efi-
ciencia,esses fatores devem ser otimizados.

Na presente Dissertagao, foi proposto um metodo para
obtengéo de uma dose minima inativante (DMI) de radiaggo que
permite obter o ponto em que ha uma "morte mitotica" para to-
das as celulas de uma suspensao bacteriana com o minimo de da-
no para as estruturas antigenicas. O metodo proposto se ba-
seia na mudanga da unidade experimental convencionalmente usa-
da na irradiagao de bactérias que & cada célula bacteriana, pa
ra um numero fixo de celulas bacterianas contidas num determi-
nado volume.

Foi utilizada como modelo a Salmonella typhimurium

6000. 0 método em ques

6.616 e a radiagao gama proveniente do
tao mosfrou-se simplificado, eficiente e exige menos trabalho,
tempo e material que os metodos usuais, alem de permitir a ob-
tengao de um valor definido para a DMI. O valor da DMI encon-
trado pelo teste 'binomial para a S. typhimurium 6.616 foi
0,55 MR.

Tambem foi estudada atraves de testes serologicos e
de protegao em camundongos a imunogenicidade das vacinas irra-
diadas comparando-se com vacinas preparadas pelo aquecimento.
Os resultados indicaram que irradiando uma suspensao bacteria-

na com a DMI,obtem~se uma vacina tao eficiente quanto a melhor

vacina obtida pelo aquecimento. Verificou-se tambem que tanto



o aquecimento como a irradiagao de bacterias em meio aquoso mo
dificaram sua estrutura antigeénica.

No microscopio eletronico observou-se uma relagao en
tre o dano causado pelos tratamentos na morfologia da celula
bacteriana e a Protegﬁq da respectiva vacina observada pelo

teste de protegzo em camundongos.



2 - INTRODUCAO

As salmonelas sao bacilos gram-negativos, que carac-
teristicamente nao fermentam lactose e sao patogenicos para o
homem ou animais. Sao bacilos nao esporulados e seu tamanho
varia entre 0,4-0,6 x 1,0-3,0 y . A maioria das especies,e
dentre elas a Salmonella typhimurium, e movel, com flagelos
peritriquios. As diferentes especies estao intimamente rela =~
cionados, sob o aspecto antigenico.

Nos animais domesticos, as salmonelas estao princi -
palmente associadas as doengas da criagao, como no caso do pa-
ratifo, doenga infecciosa que aparece geralmente a partir da
segunda semana de vida, caracterizando-se por diarreias e sep-
ticemia. £ a diarreia mais frequente em nosso pais, causando

grandes prejuizos aos criadores. A taxa de mortalidade mnessa



doenga e da ordem de 50% . Os bezerros'que se recuperam tem
crescimento e engorda anormais, tornando a sua exploragao an-
ti-econdomica.

A manutengao do rebanho em perfeitas condigoes de
saude pelo tratamento com quimioterapicos, exige um alto custo,
tornando muito caro o produto final, ou seja, a carne. O mais
interessante seria fazer com que o organismo animal aprenda a
se defender contra os agentes patogenicos, imunizando-os por
meio de uma vacinagao préevia.

Ao vacinar o animal, isto e, ao se introduzir micror
ganismos patogenicos, e necessario que estes nao se multipli -
quem, nem desenvolvam sintomas patologicos (doengas), mas ape-
nas estimulem uma reagao imunologica especifica, protegendo o
organismo a ser defendido.

Do ponto de vista da eficiencia, muitas das vacinas
bacterianas utilizadas nao correspondem ao esperado. Porem
com o advento das tecnicas nucleares e o nascimento da radio -
biologia iniciaram-se pesquisas no sentido de se utilizar ra-
diagoes ionizantes para inativar microrganismos, visando a ob-
tengao de agentes imunizantes mais eficientes: as chamadas
"vacinas irradiadas”.

Como o uso da radiaggo gama em dosagem adequada espe
ra-se obter uma celula microbiana incapaz de se multiplicar ,

mantendo suas estruturas antigenicas com alteragoes minimas.



0 principio adotado neste trabalho para se conseguir
o menor dano as estruturas antigenicas das celulas bacterianas,
foi o de encontrar uma dose minima inativante (DMI) de radia -
¢ao gama, que impeca a multiplicacgao do microrganismo.

Considerando-se as possiveis vantagens das vacinas
irradiadas, procurou-se alcangar os seguintes objetivos mneste

trabalho:

1 - Obter. um metodo simplificado para determinagao da dose mi
nima inativante (DMI) de radiagao gama em Salmonella ty -~
phimurium 6.616 , metodo este que sirva de modelo para de

determinagao da DMI para outras especies bacterianas.

2 - Estudar atraves dos testes serologicos e de protegao em
camundongos, & imunogenicidade de celulas bacterianas

submetidas a radiagEo gama e ao calor.

3 - Estudar a nivel de microscopia eletronica as modificagoes
externas nas celulas, submetidas aos dois tratamentos, re

lacionando~as com a imunogenicidade.



3 - REVISAO DE LITERATURA

3.1 - Efeito da Radiacao Jonizante nos Antigenos

Desde que se tornou possivel a utilizagao das radia-
goes ionizantes na radiobiologia, muitos pesquisadores se preo
cuparam em conhecer o efeito dessas radiagses sobre as proprig
dades biologicas das moleculas. SKALKA e ANTONI (1970) estuda
ram a radiossensitividade de proteinas e concluiram que as ra-
diagoes ionizantes causam um decréscimo e até perda das ativi-
dades biologicas, tais como as fungoes enzimaticas, hormonal ,
toxicas e imunologica. Verificaram tambem que as propriedades
antigeénicas sao mais radioresistentes que as outras funcgoes

biologicas das proteinas.



Num estudo com albumina de soro bovino ROSSETTINI et
alli (1975) demonstraram que em dosagens de radiagao gama acima
de 2,0 Mrad, as moleculas modificam sua especificidade imunolé
gica. Tambem as propriedades de absorgao de ultra-violeta sao
alteradas e se observam algumas modificagoes com respeito ao
conteiido de aminoacidos em comparagao com moléculas nao irra -
diadas.

Quanto as toxinas bacterianas, PREVITE et qli? (1967)
estudaram o efeito da radiagcao gama na detoxificagao dos de-
terminantes letais de lipopolissacarideos de Salmonella typhi-
murium , Salmonella enteritidis e Escherichia coli em solugao
aquosa e tambem daquelas presentes em celulas de Salmonella
typhimurium . Neste trabalho, ficou evidenciada a existencia
de dois ou mais determinantes letais e antigenicos, e que o e-
feito da radiagao e diferencial na toxicidade, antigenicidade
e pirogenicidade. 1Indicando que provavelmente as atividades
letais, antigenicas e pirogenicas, estao em sitios funcionais
separados.

Estudando a radiossensitividade da toxina de Clostrz
dium botultinum , SKULBERG (1970) concluiu que sao necessarias
doses mais altas que as doses necessarias para esterilizar es-
poros de Clostridium botulinum (4,5 Mrad).

Tambem em estudos relativos a detoxificagao pela ra-
diagao ionizante de toxinas bacterianas e dos venenos ofidicos
SALAFRANCA (1970) verificou uma diminuigao na toxicidade das

toxinas e em especial dos venenos. Quando inoculados em cava-



los, essas toxinas e venenos aumentaram o titulo dos imunos-
soros.

Uma revisao completa de trabalhos russos sobre o as-
sunto foi feita por HOPMAN (1962). Na revisao, o autor relata
resultados indicando que as radiagoes ionizantes provocam alte
racoes insignificantes nas propriedades antigenicas, imunogani
cas ou toxicas dos organismos entéricos. Cita que os antige -
nos de organismos inativados com radiagao gama, sao menos thi
cos que aqueles de vacinas formolizadas. Mostra ainda que as
vacinas irradiadas retem maior imunogenicidade do que vacinas
formolizadas ou aquecidas, mesmo apos quatro meses de armazena
mento. No caso de ‘antigenos de riquetsia, mostrou que a ra-
diagao nao afeta a integridade dos antigenos Vi. A irradiagao
de Rickettsia prowazeki e Rickettsia quintana com doses de
5,0 MR em ampolas seladas, resultou na inativagao dentro de 2
a 4 dias, nao deformando ou dissolvendo as riquetsias. 0 po-
tencial antigenico das preparagoes era preservado, sem aumen -
tar a atividade complementar, e com reagoes insignificantes a
pos inoculagao em cobaias. As ampolas fechadas se mantiveram

estereis sem o uso de preservativos.

3.2 - Radiossensitividade das Celulas Bacterianas

Muitos fatores afetam a radiossensitividade das bac-

terias. Segundo LEA (1956) a presenga ou nao de agentes pro -
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tetores podem modificar completamente a curva de sobrevivencia
de bacterias expostas as radiagoes ionizantes. LICCIARDELLO
(1964) demonstrou que a taxa de destruigac de Salmonella typhi
murium pela "energia ionizante” era significativamente aumenta
da quando era aplicada simultaneamente a "energia termica"”. A
aplicagao simultanea era mais eficiente que a aplicagao conse-
cutiva.

Alem desses fatores, ha uma grande variagao quanto a
radiossensitividade entre os diversos grupos, especies e for-
mas de microrganismos, o que e notado pela grande variagio nas
doses de esterilizagao. Estas variam desde de 200 KR para le-
veduras, conforme HOPMAN (1962) ate 4,5 Mrad para esporos de
Clostridium botulinum , observado por SKULBERG (1969). Para
bactérias na forma nao esporulada, uma das espécies mais resis
tentes e descrita por YOSHINAKA et aqliZ (1973), a Antrobacter
radiotolerans cuja dose esterilizante e ao redor de 1,0 Mrad.

TUMANIAN et aliZ (1958) indicam serem necessarios
de 0,40 a 0,60 MR para inativagao de enterobacterias, e PREVI-
TE (1968) concluiu apos exaustiva investigagao que uma dose de
1,0 MR e cerca do dobro da dose necessaria para reduzir a zero
o numero de celulas vivas apos irradiagao de uma suspensao sa-
lina de Salmonella typhimurium.

GIBSON (1975) descreve em linhas gerais a metodolo -
gia usual para determinagao da curva de sobrevivencia de celu-
las bacterianas submetidas a irradiagcao. Ressalta que havendo

[ - . - . »
somente uma ''morte mitotica' das bacterias, considera-se morta
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a celula que se divide nao mais de cinco vezes. O autor rela-
ta tambem os fatores que afetam os resultados: tipo de celu -
la, tipo de radiagao, taxa de dose, grau de oxigenagao das ce-
lulas e a adigao de protetores quimicos da radiagao.

Segundo BIER (1965) o tratamento matematico e esta -
tistico dado as curvas de mortalidade das bactéerias & decorren
te de uma "distribuicao normal" das resistencias individuais
das celulas bacterianas. Quando se projeta num grafico a per-
centagem de celulas mortas pelo logaritmo da dose, obtem-se a
curva normal integrada ou curva sigmoide. O autor ressalta que
nao e possivel a determinagao exata da dose correspondente a
1007 de mortalidade,devido ao caracter assintotico da curva nes
sa regiao,sendo preferivel determinar-se a dose correspondente
a 507 de mortalidade, extrapolando-se para 1007 de mortalidade.

Pela Teoria de Alvo de LEA (1956) uma celula bacte-
riana € inativada por uma ionizagao primaria ou um pequeno nu-
mero de eventos de ionizagoes. A celula bacteriana constitui
um so alvo ('target"), sendo necessario somente um toque {("hit")
para inativa-lo. A curva de sobrevivencia segundo essa teoria

-

e uma exponencial simples, cuja formula matematica e:

onde, S e fragao de sobrevivencia (nimero de células sobrevi-
ventes / numero inicial de celulas) e pR e a probabilidade de

uma célula bacteriana ser morta por uma dose R de radiagao.
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3.3 - Vacinas Irradiadas

0s estudos dos efeitos das radiagoes nos antigenos e
nas celulas visam principalmente sua aplicacao na obtengao de
vacinas irradiadas. Espera-se que vacinas preparadas com o em
prego de radiagao na inativacao dos agentes patogenicos venha
superar a eficiencia das vacinas preparadas por outros proces-
sos. Espera-se tambem que o uso da radiagao venha viabilizar
vacinas que até agora nao foram possiveis de se obter pelos
processos tradicionais.

Devido as dificuldades existentes em se obter imuni-
zagao contra vermes pelos processos usuais, as vacinas irradia
das contra os parasitos dos animais tem sido exaustivamente es
tudadas. Grande numero de trabalhos foi publicado nos ultimos
anos sobre vacinas irradiadas, abrangendo varios generos e es-
pecies de parasitos. Dentre eles destacam-se os de HEYDORN
(1974) ; SINGH e GILL (1975) ; PARTODIHARDJO et alzz (1976) H
SOKOLIC et aliZi (1976) e WRIGHT (1976) sobre a imunogenicidade
de oocitos de diversas especies de Eimeria ; os de EDDS et alit
(1973) ; RAMACHADRAN (1975) ; SUBRAHMANYAN e CHAUDHURI (1975);
MULLIGAN (1976) ; SINGH (1977) e SINHA et alziz (1977), com laxr
vas de diversas especies de Filaria ; os de DUXBURY e SADUN
(1975) e FREGENE (1975) com diversas especies de Trupanosoma ;
os de KRAMER (1975) e BEAUDOIN et alii (1976) com Plasmodium
berghei ; o de STEVES et alii (1974) com Ancylostoma caninum ;
o de ARMOUR e DARGIE (1974) com Fasciola ; o de HUSSEIN e BUS-

HARA (1976) com Schistosoma bovis e o de ONISHI (1975) com Me
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tastrongylus apri.

Contra virus, tem sido preparadas vacinas plea expo-
sigao de suspensoes aos varios tipos de radiagoes. BIER (1965)
ja cita o caso da vacina anti-rabica, que atualmente & prepara
da por inativacgao do virus da hidrofobia pela exposigao a 1luz
ultravioleta. Segundo este autor, a radiagao ultravioleta nao
destroi o poder imunizante do virus. Quanto a radiacao gama
POLLEY (1961) afirma ser possivel usa-la no preparo de antige-
nos infectivos para diagnosticos, pois possibilita destruir a
infectividade retendo a atividade de fixar complemento dos mes
mos. O efeito de radiagao na inativagao do virus da doenga de
Newcastle foi estudada por DiGIOIA et aliz (1969) que determi
naram a influencia da temperatura na raaiossensitividade de
sua infectividade e das suas propriedades de hemaglutinagao.
Também REITMAN et alZZ (1970) afirmam ser possivel destruir se
letivamente a infectividade de virus.de-animais e bacteriofagos ,
expondo-os aos raios-Y e aos raios-X , deixando intacta a an-—
tigenicidade dos mesmos.

Esses e outros estudos como os de JORDAN e KEMPLE
{1956) ; KAPLAN (1960) e POLLEY (1962) levaram ao desenvolvi -
mento de vacinas irradiadas contra virus, com eficiencia muito
boa em comparagao as vacinas preparadas por outros processos.
Dentre os numerosos trabalhos realizados comparando a imunoge-=
nicidade de vacinas irradiadas contra o virus causador da in-~
fluenza-, destacam~se os trabalhos de HORSFALL e WALKER (1950);

POLLEY (1961.a) e POLLEY (1962) , e os de REITMAN e TRIBLE
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(1967) : BERGE et alzz (1968) ; REITMAN (1969) e REITMAN et alizi
(1970) com o virus causador da encefalite equina.

Muitos trabalhos ha foram realizados utilizando-se di
versos generos e especies de bacterias patogenicas aos animais
domesticos e ao homem. Um dos primeiros trabalhos sobre o as-
sunto foi feito por CARPENTER et alii (1959), onde estudaram a
imunogenicidade de vacinas contra Mycobacterium tuberculosis e
Brucella suis , preparadas por radiagao gama. No caso de MYy co
bacterium tuberculosis obteve-se uma vacina cuja protegao con-
tra inoculagao do microbio virulento vivo, era semelhante aque-
la dada pela vacina convencional BCG. BEUTEL (1963) em experi
mentos com camundongos nao observou diferengas imunogenicas en-
tre Brucella abortus "Strain 19" e Listeria monocytogenes quan
do inativadas por raios-X ou pelo formol, porem a tolerancia as
vacinas irradiadas foi maior.

Estudes de imunizagao em camundongos com Pasteurella
tularensis irradiada foram feitos por GORDON et alii (1964) que
observaram um aumento de atée 50% no tempo médio de sobreviven -
cia dos animais imunizados quando comparado com o controle.

NISHIHARA et alz? (1964) expuseram celulas virulentas
liofilizadas de Brucella melitensis aos raios gama do 6OCo e es
tas mostraram maior atividade imunogenica contra inoculagao em
camundongos com uma dose letal de um "strain"” homologo do que
aquelz dada por vacinas preparadas por calor ou tratamento qui-
mico. <€Com a Brucella abortus "strain. 19" , BABINI e LUBOZ

(1966) compararam as propriedades imunizantes das preparagoes

inativadas pela radiagao gama ou pelo formol nao encontrando di
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ferengas significativas.

ARKHIPOV et ali? (1969) prepararam vacinas contra co-
lera aviaria utilizando raios gama, obtendo imunizagao eficien-
te de frangos contra inoculagao da P. multoeida viva, com ape-
nas uma dose injetada. Em coelhos SUGIMAN (1976) detectou maior
titulo de aglutinagao para P. multocida irradiada com raios ga-
ma do que para a vacina preparada com formol. Este autor encon
trou também que a persisténcia da imunidade dada pela vacina ir
radiada foi de cerca de quatro meses.

ARKHMIPOV et aqlii (1969.a) prepararam vacinas formoli-
zadas e irradiadas com 0,7 a 1,2 Mrad de raios gama do 6000 con
tra Salmonella pullorum (tipo - S). Os autores obtiveram so-
ros com titulos aglutinantes maiores nas vacinas irradiadas, do
que os dados por vacina formolizada, quando injetadas em coelhos.
Eles concluiram nao ser possivel diferenciar as duas vacinas quan-
to a eficiencia, mas enfatizaram a necessidade de mais estudos
sobre vacinas irradiadas contra salmonelas. PREVITE (1968) es-
tudou os efeitos de altas doses de radiagao gama (1,0 , 5,0 e
20,0 Mrad) sobre a toxicidade, pirogenicidade e imunogenicidade
de celulas de -S.typhimurium-e sua endotoxina. A imunogenicida=
de de celulas tratadas com 1,0 Mrad usualmente excedeu aquela
de preparagaes nao tratadas, quando submetidas ao teste de pro-
tecao em camundongos. Porém, com o aumento da dose de radiagao
havia um grande decréescimo na imunogenicidade, mas nao chegou a
uma aboligao total. Segundo este autor, os dados indicam um va

lor potencial do uso da radiagao como meio de produgao de vaci-
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nas contra Salmonella . Tambeém usando o teste de protegao em

comundongos, MALAFIEJ et alit (1974) estudaram duas vacinas con
tra febre tifoide quanto as suas eficacias — uma preparada pe
la inativagao com calor e outra tratada com radiagao gama. Nes
te estudo, os autores concluiram que a vacina preparada pela
inativagao térmica mostra maior protecao que a vacina preparada
com radiagao inativante. Trabalhando com injegoes de celulas
de Salmonella typhimurium irradiadas com 0,3 a 0,5 Mrad de raios
gama em camundongos, GOVEKAR e LEWIS (1975) relataram maior efi

ciencia desses tratamentos que as vacinas formolizadas de uso

comercial,

3.4 - Conceitos sobre a Eficiéncia de uma Vacina

Desde de fins do seculo XVIII, quando JENNER (1798)
introduziu a vacinagao contra a var{ola humana ("small-pox"),
por meio do virus da variola bovina ("cow-pox") que & um virus
naturalmente atenuado ; e posteriormente quando PASTEUR (1882)
conseguiu produzir imunidade pela injegcao de microrganismos ar
tificialmente atenuados (carbinculo, raiva, cdlera aviaria),de
senvolveram-se uma grande variedade de processos para obtencao
de vacinas. Assim, SALMON e THEOBALD SMITH (1886) mostram ser
possivel obter-se imunidade mediante a injegcao de germes mor-
tos, fato logo confirmado por uma serie de pesquisadores.

Existe uma certa controversia sobre a eficiéncia da

imunizagao dada por injecao de bactéerias mortas, principalmen-
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te do grupo das salmonelas. Visando elucidar esse assunto, KA
WAKAMI et alii (1966) compararam a eficiencia de vacinas vivas
e de materiais extralidos de Salmonella enteritidis (dos quais
foi purificada a toxina L , termolabil), de natureza fosfolipo
proteica. Os animais imunizados com essa toxina L e os imuni-
zados com vacinas vivas de uma cepa virulenta, foram protegi-

dos igualmente contra 10 LD de uma cepa virulenta viva. En-

50
tretanto, nenhuma aglutinina pode ser detectada Bo soro de a-
nimais que receberam extrato contendo a toxina L . Na opiniao
dos autores, o fato de alguns processos de inativagao da bacté
ria, produzirem vacinas mortas com alguma eficiencia, sugere
ser possivel manter pequena quantidade da substancia antigani
ca protetora, destruindo ou retirando das celulas somente subs
tancias toxicas e de pouca eficiencia imunizante. Imunizagao
por esse tipo de vacina segundo estes autores, pode ser bem su
cedida, usando~se grandes quantidades de ceélulas bacterianas.

Neste trabalho, os autores acima mencionadog postula
ram a existencia de um fator antigenico (protetor) nas celulas
vivas, que e destruido, principalmente pelo calor, ao ser pro-
cessada a vacina morta, em contraposigao, uma segunda hipotese
€ que as celulas cultivadas "in vitro" nao possuem este fator
que da a imunizagao efetiva. Nesta hipetese, este fator anti-
genico so estaria presente quando houvesse uma interagao entre
o patogeno e o hospedeiro.

Tentando obter informagoes sobre esta segunda hip5t3

se OSAWA et ali? (1967) programaram um experimento no qual uti
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lizaram canamicina para controlar o numero de celulas bacteria
nas a doses sub-letais e tambem utilizando minusculas camaras
de difusao inseridas na cavidade abdominal de camundongos, con
tendo grandes quantidades de Salmonella enteritidis virulentas.
Desse modo os autores puderam observar que havia uma relagao di
reta entre o numero de celulas bacterianas controladas pela ca-
namicina e o grau de imunidade contra infecgoes letais. Por
outro lado, verificaram que mesmo com alto numero de bacterias
virulentas vivas nas camaras de difusao implantadas nos camun -
dongos, nao foi obtida uma imunizagao efetiva. Com esses resul
tados, os autores sugeriram que a imunizagao com vacinas pode
ser obtida somente atraves de um parasitismo intracelular de cé
lulas bacterianas vivas, provavelmente nos fagocitos mononuclea
res.

Apesar de HOBSON (1957) ; MITSUHASHI et aliz (1958) ;
USHIBA et alii (1959) ; KAWAKAMI et alii (1966) e OSAWA et aliz
(1967) negarem a eficiencia das vacinas mortas, o mecanismo pe-
lo qual se obtem imunidade efetiva contra infecgoes de entero -
bacterias esta merecendo estudos mais profundos.

KENNY e HERZBERG (1967) detectaram rapida produgao de
anticorpos bactericidas tanto em animais injetados com pequenas
quantidades de celulas de Salmonella typhimurium vivas como em
animais injetados com grandes doses de celulas mortas pelo ca-
lor. 0Os resultados desses autores indicam que os anticorpos
bactericidas reagem a altos titulos seis dias apos a injegao e

dao consideraveis protegao contra 100 LD de inoculagao com uma

50
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bactéria virulenta. Testes de especificidade indicaram tambem
que nao havia diferenga entre a vacina morta pelo calor e a va
cina viva.

Outros trabalhos como os de BARON e FORMAL (1960)
EDEBO e HOLME (1965) ; JENKIN e ROWLEY (1965) ; PITMAN e BOH -
NER (1966) e REGAMEY et aqlii (1967) trazem resultados que tam-
bem vem reforgar a teoria de que & possivel atraves de vacinas
mortas, obter-se imunidade contra infecgoes letais de entero -
bacterias.

Do que se sabe hoje sobre a protegao a ser dada por
uma vacina contra uma determinada doenga, pode-se afirmar que
a "vacina ideal" seria aquela que contem os agentes imunizan -
tes antigenicamente identicos aos do organismo causador da do-
enga, mas incapazes de produzirem tal doenga.

Estudos imunologicos e metabolicos feitos por LEA
(1956) ; CARPENTER et aliz (1%59) ; AHN et alii (1962) e NIS -
HIARA et alt? (1964), indicam que microrganismos submetidos a
doses inativantes de irradiagao podem ainda respirar e reter a
mesma estrutura antigenica dos agentes infecciosos vivos.

Sao incapazes de causarem doenga progressiva, visto que ha ape-

nas uma

morte mitdtica”, permanecendo o microrganismo numa "vi
da interfasica". 1Isto permite considerar que as vacinas irra-
diadas atendem aos requisitos necessarios para obtengao de pro
tecao anti-letal, pois estando vivas, as celulas interagirao

com o hospedeiro. As vacinas irradiadas possuem estabilidade,

facilidade de estocagem e transporte, nao estao sujeitas a mu-
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mutagoes e apresentam menores diferengas antigenicas em relagao
aos patogenos produtores da doenga do que as vacinas vivas,

Os trabalhos realizados por POLLEY (1962) ; GORDON et
aliZz (1964) ; NISHIARA et alii (1964) ; PREVITE (1968) e REIT-
MAN et alii (1970) com vacinas irradiadas de virus e bacteéerias,
apresentam dados que indicam uma maior imunogenicidade que as
vacinas preparadas pelos processos tradicionais. Estes auto-
res utilizaram doses iguais ou superiores a 1,0 Mrad, mais que

suficientes para inativar suspensoes bacterianas.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Determinacdo da Dose Minima Inativante - DMI

Utilizou-se como modelo para determinacao da DMI a
Salmonella typhimurium 6.616 registrada na colegao do Institu
to Robert Kock (Berlim) e gentilmente cedida pelo Instituto A

dolfo Lutz de Sao Paulo.

4.1.1 - Preparo da Suspensao Bacteriana

A bacteria foi cultivada no seguinte meio liquido:
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Extrato de carne .....e0.. 0,57
Peptona ...cceiveecconanns 1,07
Glucose ...:20050002s02ssre 0,17

Na,HPO, + 12 H,0 ......... 0,32

MACl vevvrvrnrnnsacenneene 0,27
PH ajustado para .....s040 7,4

Uma garrafa de Roux com 100 ml do caldo de cultura a
cima foi inoculada com a bacteria e posta para incubar por
12 - 14 horas a 379C. Apos esse tempo, quando a cultura ja ti-
nha atingido a fase logaritmica, processou-se a etapa de obten
¢ao da suspensao das celulas bacterianas. Nessa etapa, o cal-
do de cultura foi centrifugado a 2.000 x g por 15 minutos, nu-
ma temperatura entre O0-49C . O precipitado foi ressuspenso
numa sclugao fisiologica tamponada, dada por LIMA e SILVA
(1970). Estas operagoes de centrifugagao foram repetidas por

mais tres vezes.

Solugao salina tamponada:

NaZHPOA M/15 . .iiiiieenneees 4O ml

KH2P04 M/15 ..o iiiieeaees 10 ml

NaCl ...t teeeneeseccnaanns 8,5 g
Agua destilada completando .... 1000 ml
PH ajustado pPaAra ..e.eeceees 7,4

Apos a ultima centrifugagao, as bactéerias foram res-
suspensas na solucao fisiologica tamponada, padronizando-se a
suspensao para a concentragio equivalente ao valor 3 da esca-
la Mc Farland, o que corresponde a mais ou menos 10° células

bacterianas por ml de suspensao. Esta suspensao foi distri-
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buida em frascos de vidro de 30 mm de diametro, sendo que cada

frasco recebeu 10 ml,

4.1.2 - Irradiacoes

O0s frascos contendo 10 ml da suspensao, foram irra -
diados num irradiador Gammabeam - 650, da Atomic Energy of Cana
da Commercial Products, emissor de raios gama provenientes do
6000.

Foram feitos cinco experimentos com 11 doses de ra-
diacao gama, sendo utilizado para cada dose um frasco com 10
ml da suspensao bacteriana. As doses usadas foram: 0,00 ;
0,20 ; 0,25 ; 0,30 ; 0,35 ; 0,40 ; 0,45 ; 0,50 ; 0,55 ; 0,60 ;
e 0,65 MR , numa taxa de dose de 2,00 MR/ hora. A temperatu-
ra na sala do irradiador durante as irradiagoes foi em media
de 38¢9C.

A escolha dessas doses foi feita baseada em experi-
mentos preliminares, nos quais expos-se bacterias a doses que
variavam entre 0,00 e 2,00 MR. Nestes experimentos, nao se ob
teve sobreviventes nas doses acima de 0,65 MR. O criterio de
escolha da taxa de dose de 2,0 MR/hora foi o de curto tempo de
irradiagao, evitando-se assim a multiplicagao das bactérias.

Apos a irradiagao, o conteudo de cada frasco foi se-
meado em dez placas de Petri (1 ml/placa) contendo o meio de
cultura ja citado, com mais 1% de agar, Estas placas foram in

cubadas por 24 horas, a 379C . Como & muito dificil evitar-se
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contaminagao durante a fase de semeadura nas placas, foi util

{ e

zado como controle para a contaminagﬁo casual em cada experi -
mento, 10 ml de solugao fisiologica esterilizada em autoclave
por 20 minutos a 1,25 atmosferas, e distribuidas em dez placas
de Petri com o mesmo meio de cultura e incubadas nas mesmas

condigoes.

4.1.3 - Contagens dos Sobreviventes e Analise Estatis-

ticas

Todos os processos de determinagao de curvas de so-
brevivencia feitos pela metodologia usual, alem de trabalhosos
sao pouco precisos na determinagcao de 100% de mortalidade. Em
vista disso, utilizou-se um processo baseado na metodologia
descrita em 4.1.2 . Nesta mnao se considerou a celula bacteria
na individual como unidade experimental, mas sim cada placa
de cultura semeada com 1 ml de uma suspensao contendo 10°
bact./ml . Desse modo ficou simplificada a detecgao de uma res
posta positiva ou negativa a uma determinada dose de radiagao
aplicada, bastando para isso um simples exame da placa. Nes-
tas leituras nao hauve preocupagao com o numero de sobreviven-
tes por placa, mas com a presenga ou nao de sobreviventes.
Dessa forma no presente trabalho a presenga de sobreviventes e
ra anotada com o sinal (+) e a ausencia com o sinal (-) .

Com esse tipo de leitura, obtem-se portanto dados na

forma dicotomica, isto &, duas classes de dados. Para analise
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estatistica utilizou-se o teste binomial, nao paramétrico, com
aproximagao para a distribuicao normal por terem sido utiliza-

dos 50 amostras (10 placas para cada experimento), conforme

CAMPOS (1976).

4.2 - Estudo Comparativo da Imunogenicidade de Células de

Salmonella typhimurium Inativadas por Radiacao Gama

e Calor

4.2.1 - Teste de Protecao em Camundongos

4,2.1.1 - Animais

Foram utilizados 200 camundongos albinos machos de
aproximadamente dois meses de idade, provenientes do bioterio
do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA). Estes fo
ram distribuidos em dez gaiolas, procurando-se manter homoge-

neidade de tamanho entre os grupos.

4.2.1.2 - Tratamentos

Foram feitos cinco tratamentos, como Segue:

- Testemunha —— solugao salina tamponada esterilizada
em autoclave por vinte minutos a 1,25

atmosferas;
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- VSI-0,55 — wvacina irradiada com 0,55 MR (1 DMI)

de radiagao gamaj;

- VSI-1,10 — wvacina irradiada com 1,10 MR (2 DMI)

de radiagao gamag
- VSA - 60 — vacina aquecida a 609C por 60 minutos;

- VSA-100 — wvacina aquecida a 100 € por 3 minutos.

Para cada tratamento foram utilizados 40 camundongos
distribuidos em duas gaiolas. As gaiolas correspondentes a ca

da tratamento foram sorteadas, ficando na seguinte disposigao:

Tratamento Gaiolas

Testemunha b e 7
vs1 - 0,55 1l e 10
vSI - 1,10 8 e
VSA - 60 3 e

2 e

vsAa - 100

4.2.1.3 - Preparo das vacinas e vacinagao

As vacinas foram preparadas a partir de uma cultura
de S. typhimurium 6.616 cuja virulencia foi aumentada por pas
sagens consecutivas em camundongos, de acordo com o seguinte
processo:

Um indculo de mais ou menos 10° células de S. typhi
murium 6.616 foli '"'semeado” em placas de Petri contendo o meio

de cultura anteriormente descrito, mais 75 ug/ml de quimice-
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tina. Apos 24 horas de incubagao a 37?C , verificou-se algu -
mas colonias que adquiriram resistencia ao antibiotico. Uma
dessas colonias foi transferida para um tubo de ensaio de 95 x
13 mm com caldo de cultura, contendo tambem 75 upg/ml de quimi
cetina e incubado para a multiplicagao da bacteria.

Um ml desse caldo foi injetado por via intraperito -
rial em camundongos iguais aos relacionados em 4.2.1 . Quan-
do os animais apresentavam sintomas de septicemia aguda, foram
sangrados assepticamente e o sangue inoculado em placas de Pe-
tri contendo o meio de cultura com quimicetina. Apos incuba -
950 por 24 horas a 379C , e com as colonias que apareceram re-
petiu~se o processo por mais tres vezes. O uso da quimicetina
visou facilitar o re-isolamento da mesma cepa bacteriana.

0 processamento das vacinas foi feito lavando-se a
cultura bacteriana por tres vezes em solugao salina tamponada,
conforme descrito em 4.1.1. A suspensao lavada, contendo 102
celulas bacterianas por ml, foi acondicionada em frascos esté-
reis de 10 ml e fechados hermeticamente.

Apos submeter os frascos a irradiagao e ao tratamen-
to termico, foram feitas as provas de esterilidade das vacinas.

As vacinas assim preparadas eram injetadas nos camun
dongos por via intraperitonial, na dose de 0,50 ml de suspen -

sao (5 x 10% bactérias/ml).
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4.2.1.4 - Inoculagao dos camundongos

0ito dias apos a vacinagao, os camundongos foram ino
culados por via intraperitonial, com 1010 celulas de S. typhi
murium 6.616 vivas, com virulencia aumentada, conforme descri-
to em 4.2.1.3.

Para o estudo da protegao dada pelas vacinas compu -
tou-se as mortes dos camundongos durante 30 dias e os dados pa

ra cada tratamento correlacionados entre si.

4.2,2 - Teste de-Dupla Difusao em Agar

4.2.2.1 - Obtengao dos anti-soros

Suspensoes de 10° células da S. typhimurium 6.616 em
solugao fisiologica tamponada sem nenhum tratamento (SN), tra
tada com calor (SA) e tratada com radiagao gama (SI), respecti
vamente, foram injetadas em coelhos albinos machos da raga Ho-
va Zelandia, de 2 a 3 kg de peso vivo, provenientes do biote -
rio do CENA. Para cada tratamento utilizaram—~se tres coelhos.

0 esquema das injegoes foi o seguinte:

- Dez injegoes por via intravenosa (orelha) em doses
crescentes de 0,1 a 1,0 ml aplicadas em dias alter

nados.
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- Em seguida seis injegoes por via intraperitonial
em doses de 1,0 ml da suspensao emulsionadas em
1,0 ml de Adjuvante Completo de Freund, com 7
dias de intervalo.

-~ Dez dias apos a ultima injecao foi feito sangria
completa por pungao cardiaca.

- 0 sangue foi sorado e o soro centrifugado a 5.000
X g por 10 minutos para separaggo das celulas san
guineas. O soro foi estocado num congelador apos
adigao de mertiolato para uma concentragao final

de 1/10.000.

4.2.2.2 - Condugao do teste de dupla difusac em agar

0 teste de dupla difusao em agar foi feito segundo
QUCHTERLONY, dado em LIMA e SILVA (1970), utilizando-se o se-
guinte equipamento da Gelman. Um conjunto gue consta de um
suporte plastico para seis laminas comuns de microscopio oti-
co e que se adapta a um suporte metalico. Este & colocado nu
ma caixa plastica, com fungao de camara uUmida, onde se proces
sa a difusao dos antigenos e anticorpos. Possui tambem fura-
dores em formatos e posicoes variadas. No presente caso, foi
utilizado um furador com um orificio circular central, circun
dado por seis outros, em posigao hexagonal. A distancia en-

tre cada orificio em relagao ao outro & de 4 mm,
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Nas laminas de microscopio depositou-se uma camada de
3 mm de agar fundi o, a 0,75%7 , com mertiolato a 1/10.000. A-
pos solidificagao, fez-se os orificios para entao serem coloca-
dos os antigenos e anti~soros para difusao. Os antigenos foram
colocados uma hora antes dos anti-soros.

0s antigenos foram preparados desintegrando~se as ce-
lulas bacterianas por vibragao ultrassonica de um aparelho Me-
gason, modelo 2 G, 300,20 .1, na sua potencia maxima por um
tempo suficiente para arrebentar pelo menos 907 das celulas. A
pos a desintegracao, centrifugou~se o extrato a 20.000 x g por
10 minutos para eliminar as particulas maiores.

Apos 48 horas de difusao na camara umida a temperatu-
ra ambiente obtiveram-se as linhas de precipitagao. As laminas
que apresentavam linhas de precipitagao foram entao lavadas com
solucao fisiologica por tres dias e com agua destilada por mais
tres dias. A seguir fazia-se a coloragao com Comassie Blue,por
4 horas e lavagem na solugao removedora. Depois de coradas as

laminas foram secadas a 289C e fotografadas.

Corante:

Comassie Brilliant Blue €¢-250 .......... 1,25 g
Metanol ....icsecosccaccssssssssssssasess 227 ml
Kcido Acetico Glacial .....ecvsosesessass 46 ml
Kgua destilada completando .....2220000... 500 ml

Filtrar em papel de filtro comum,
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Solugao Removedora:

Metanol ..eiveesoeesssencsnsssssss 50 ml
Kcido Acetico Glacial ...eeeeeeee. 75 ml

Agua destilada completando ....... 1000 ml

Visando selecionar o anti-soro com mais titulo de an
ticorpos precipitantes dentre os obtidos dos tres coelhos para
cada tratamento, foram feitos testes preliminares de dupla di-

fusao em agar.

4.3 - Estudo do Efeito da Radiacao Gama e do Calor sobre a

Morfologia Externa da Célula de S. typhimurium 3 Ni-

vel de Microscopia Eletronica

Para exame ao microscopio eletronico, as suspensoes
bacterianas foram preparadas como segue: Cultivaram-se as bac
terias em tubos de ensaio de 95 x 13 mm, com 5,0 ml de meio de
cultura liquido por 14 - 16 horas a 379C. 0s tubos de cultura
foram entao submetidos a 0,55 MR e 1,10 MR de radiagao gama e
ao aquecimento por 60 minutos a 609C e por tres minutos a 100
9C . HNestes tubos assim tratados e a testemunha (sem nenhum
tratamento) foi adicionado formaldeido para uma concentragao
final de 10%. Apos essa fixagao, as ceélulas foram lavadas por
centrifugagao para retirar os residuos do meio de cultura = e

ressuspensas em solugao fisiologica.
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Algumas gotas destas suspensges foram colocadas so-
bre grades de 400 ou 200 mesh cobertas com um filme de parlo -
dio-carvao e o excesso foi drenado com auxilio de um papel de
filtro. A seguir foi feita uma coloragao negativa com o acido
fosfotunguistico a 3% (PTA) ou a metalizagﬁo com ouro ou pra -
ta, conforme BRADLEY (1965).

Uma outra metodologia utilizada, baseou-se na tenci-
ca apresentada por DERRICK (1973) que permite uma observacgao
qualitativa e até quantitativa em eletromicrografias dos fito-
virus em extrato bruto, devida a especificidade serologica.

Essa tecnica foi adaptada para observagoes de celu -
las bacterianas em caldo de cultura, e seguiu-se a seguinte ro
tina: uma grade coberta com parlodio foi posta flutuando so-
bre a superficie de uma aliquota de anti-sore por uma hora a
379C. Em seguida foi feita uma lavagem com solugao fisiologi-
ca para retirar o anti-soro nao adsorvido no filme de parlodio.
A seguir pos-se a grade para flutuar numa aliquota do caldo de
cultura bacteriana, fixado com formaldeido a 107 , por aproxi-
madamente 24 horas e uma temperatura de 49C , Posteriormente,
lavava~se a grade em solugao fisiologica e em agua destilada,
e sendc depois secada ao ar. Apos essa secagem faz-se a colo-
ragao negativa com PTA ou o sombreamento metalico.

0 material assim preparado foi examinado num micros=-
copio eletronico Elminskop I A da Siemens. As eletromicrogra-
fias foram reveladas, fixadas e copiadas pelos processos u-

suais, conforme DAWES (1971).
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5 - RESULTADOS

5.1 - Determinagao da Dose Minima Inativante - DMI

5.1.1 - Dados de Irradiacdo de Células de S. typhi-

muritum 6.616

Nos exames das placas observava-se que com o aumen-
to da dose nao s6 o numero de placas com sobreviventes dimi-
nuia, como tambem o numero de colonias nestas placas diminuiam.
Nas doses maiores apareciam somente uma ou duas colonias nas

poucas placas com sobreviventes.
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Na Tabela 1 encontram-se os dados referentes as irra
diagaes de Salmonella typhimurium 6.616. Constam nas colunas

as doses utilizadas (em MR) e nas linhas as 50 repetigoes (a-

mostras).
TABELA 1 - Resultados dos 5 experimentos de irradiagao de cé
. . . o -
lulas de S. typhimurium 6.616 com raios-¥y do6 Co,
com 10 repetigoes cada experimento
¥ — T
Doses Experimentos @e irradiagao

' [ T T ¥ ¥ '

1 2 3 4 5 Total

MRY 'y ) ) ) W)W e W e W e

1 L] k] 3 ] 1 ¥

0,00 10 00 10 00 10 00 10 00 10 00 50 00

0,20 095 o1 10 00 10 00 10 00 10 00 49 01
0,25 10 00 10 00 10 00 05 05 10 00 45 05
0,30 10 00 04 06 06 04 04 06 10 00 34 16
0,35 10 00 01 09 02 08 00 10 08 02 21 29
0,40 09 01 07 03 00 18 02 08 03 07 21 29
0,45 09 01 02 08 01 09 01 09 01 09 14 36
0,50 00 10 03 07 00 10 63 07 05 05 11 39
0,55 00 10 02 08 00 10 00 10 01 09 03 47
0,60 01 09 00 10 01 09 01 09 00 10 03 47
0,65 02 08 01 09 01 09 01 09 00 10 05 45
c.cC. 02 08 02 08 01 09 00 10 01 09 06 44

(+) Significa placas com sobreviventes
(=) Significa placas sem sobreviventes

(C.C.) Significa Contaminagao Casual
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Utilizando-se os valores das frequencias observadas
na Tabela 1 e deduzindo-se 0 valor encontrado (6) para a contami
nagao casual, procurou-se obter a curva representativa do feno
meno a luz da Teoria do Alvo de LEA.

No metodo aqui apresentado a unidade experimental nao
foi uma celula bacteriana, mas sim um numero fixo de celulas
bacterianas contidas em um determinado volume, a curva obtida
nao e uma exponencial simples. Neste caso o mais provavel e
que a curva represente a teoria dos multiplos alvos (one - hit

multi-target-theory) cuja equagao dada por GIBSON (1975) e:

~pR,t

S =1- (1 - e )

Nesta equagao tem-se dois parametros:

a - p — que € a declividade da reta, quando as fragoes de
sobreviventes sao muito baixas num grafico semi-loga -
ritmico, ou entao a tangente a curva no ponto onde S
e muito pequeno. Para obte-1lo utilizou-se a dose para
a menor fragao de sobrevivencia do experimento aqui a-

presentado.

b -~ t — que € o numero de alvos do objeto irradiado. Co-
mo ja foi dito anteriormente, nao parecia logico que
neste metodo t fosse igual a 1 , Entao para a determi
nagao do valor de t foi necessario pesquisar entre uma
familia de curvas que segue a equagEo

e-;)R t

s =1 - (1 - )
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aquela que melhor se adaptasse aos resultados experimen
tais. Para isso, foi feito um programa de computagao ,
no qual o valor t das curvas & incrementado de uma unida-
. % ~

de (t £ N ) e processada a regressao da curva para os
dados experimentais. Notou-se que o coeficiente de de-
terminagao da curva (r?) para cada t aumentava ateé um
determinado valor , a partir do qual comegava a dimi-

nuir. Adotou-se entazo o critério de que a curva mais
representativa dos dados experimentais seria aquela pa-

ra a qual o r? era maxima.

A Figura 1, mostra a curva que se obtem da-eguagao:

- 10, 59 R, 21

S =1- (1 - ) I

com um r? igual a 0,9787 e cujo teste t revela ser altamente

significativo a um nivel inferior a 0,12 .
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Fig. 1 - Curva de regressao para os dados da sobrevivencia de celulas de

S. typhimuriwn 6.616, segundo a equagao

§=1-(1-

da "one-hit multi-target theory".

- 10,59 R,21
e

)

S @ a fragao de sobreviven -

cia e R & a dose de radiagao gama em Mega-Roentgen.
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5.1.2 - Analise Estatistica

Conforme justificativa anterior, aplicou-se o teste
binomial, devido a existencia de somente duas classes de dados
ou seja, dados dicotcmicos.

Da tabela 1 tem-se:

N = 50 placas
B = numero de placas com sobreviventes
B, = 6 = placas com contaminagao casual
Portanto:
B 6
ﬁc = £ = = 0,12 ou 12% de contaminagao
N 50

casual.

Intervalo de Confianga (I.C.) para a contaminagao casual:
(a = 0,05)

Como N > 20 sera usada a aproximagao normal:

Entao:

1.c., = P, * Z,/g " 8 (pc)

1,96 (limite superior da distribuigao

]
\

normal ao nivel de 2,5% de pro-
babilidade)

s (p) = = 0,046
C —\ 50 9
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[
o]
|
o
L
—
N
+

+ 1,96 (0,046)

o
©
w
[ A
S
A
()
mba
b

Para maior seguranga foi escolhida P, = 0,09 (97)
como sendo a proporgao de casos em que ocorrem sobreviventes

por contaminagao no processo de semeadura das amostras, e tes

tou~se:
Ho: p = 0,09 vs Ha: p > 0,09
onde:
H e a hipotese da nulidade , e
H, € a hipotese alternativa .
Se H_ for rejeitada admitir-se-a que a proporgao
(B/N = p) & estatisticamente superior a 97 e, consequente,

mente, concluir-se-a que nao esta havendo 1007 de mortalida-
de, ou seja, os sobreviventes detectados nas placas nao sao
devido apenas a contaminagao.

Pela aproximagao normal do teste binomial, para
N = 50 e considerando-se um nivel de significancia de a =5%

rejetia-se Ho se:

B = P <z (1)

ou

B>z Y Np_ q + N p £2)
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onde:

B = numero de placas com sobreviventes para determinada do-
se;

N = numero total de placas examinadas para determinada dose
(50);

P, proporgao admitida por contaminagao casual (0,09);

z, = limite superior da tabela de distribuigao normal ao ni-
vel & ;

¢ = nivel de significancia considerado (5%).

Aplicando-se os valores na eguagao (2) , fica:

B > 1,645 Y 50 (0,09)(0,91) + 50 (0,09)
B> 3,33 +# 4,50 = 7,83 = 8

B> 8 .

Se B> 8 , rejeita-se-a Ho , isto e, admitir-se-a
que a proporgao de sobreviventes e superior a 92 , nao se tra-
tando pois de contaminagao casual.

Voltando a Tabela 1 , verifica-se que as doses igual

e maiores que 0,55 MR apresentam B < 8 , portanto, tomou- se

0,55 MR como a dose minima inativante - DMI,.
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5.2 - Estudo Comparativo da Imunogenicidade de C&lulas de

Salmonella typhimurium Inativada com Radiacao Gama
e com Calor

5.2.1 -~ Teste de Protecao em Camundongos

5.2.1.1 - Mortalidade dos camundongos

0s resultados referentes a mortalidade dos camundon-
gos em cada gaiola sao apresentadas na Tabela 2 , incluindo-se
o numero inicial de animais inoculados com a bactéria virulenta

viva.



TABELA 2 - Numero de sobreviventes no teste de protecao em

camundongos, constando o numero de sobreviven -
tes no dia da inoculagao com S. typhimurium
6.616 viva e nos 30 dias seguintes a inoculagao

para cada gaiola

42,

¥

Dias apos a Gaiolas
inoculagao : 01 02 03 ©04 05 06 07 08 09 10
00 . 19* 19* 20 20 20 20 20 20 20 20
01 19 19 20 19 20 20 17 20 19 20
02 18 17 20 16 20 19 16 19 18 20
03 18 16 20 15 20 19 16 19 18 20
04 18 16 30 15 20 19 16 19 18 20
05 18 16 20 15 20 19 16 19 18 20
06 18 15 20 15 20 19 14 19 18 20
07 18 16 20 14 20 18 12 19 18 20
08 18 16 20 13 20 18 12 19 18 20
09 18 16 20 13 20 18 09 19 18 20
10 18 16 20 12 20 18 07 19 18 20
11 18 16 20 12 20 18 07 19 18 20
12 18 16 20 02 20 18 07 19 18 20
13 18 16 20 09 20 18 07 19 18 20
30 18 16 20 09 20 18 07 19 18 20
(*) Mortos devido ao: traumatismo decorrente da vacinagao
(%%) Dia da inoculagao com bactéeria virulenta viva.
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0 numero total de camundongos mortos para cada trata
mento e respectiva porcentagem de mortos sao apresentados na

Tabela 3 .

TABELA 3 ~ Razao entre os camundongos mortos e incculados

com a S. typhimurium viva e respectiva porcen-

tagem para cada tratamento

Tratamentos

1 ¥ 1 1 3 )

Testemunha VSA-60 VSA-100 VSA-0,55 VSI-1,10
1 H ] ? .| ~L

Mortos / Inoculados 26 /40 0/40 5/39 1/39 3/40

Porcentagem (%) 65,00 0,00 12,8 2,6 7,50

5.2.1.2 -~ Analise eéstatistica

Na analise estatistica dos resultados do teste de pro

tegao em camundongos, aplicou-se o teste de K2

para determinar
o efeito da vacina, em comparagao com a testemunha. Para essa
comparagao agruparam-se os dados numa tabela de contingencia
2 x 2. 0 valor do X?> encontrado foi de 76,46 , significando
com a margem de erro de 0,1% ser a mortalidade reduzida devi
do a vacinagao.

Em seguida as vacinas foram comparadas entre si atra-

. ves do teste Exato de Fisher e os resultados constam da Tabela

4
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TABELA 4 -~ Resultados do Teste Exato de Fisher comparando

a eficiencia de protegao entre as diversas vaci

nas
Tratamentos VSA-60 VSA-100 VSI-0,55 VSi-1,10
VSA-60 - 0,025 0,494 0,102
VSA-100 0,025 - 0,100 0,339
vs1i-0,55 0,494 0,100 - 0,316
VS1-1,10 0,102 0,339 0,316 -
Obs.: -~ Em cada casa encontra-se a probabilidade da vacina
constante da coluna nao diferir da eficiencia da

vacina apresentada na respectiva linha.

§.2.2 - Teste de Dupla Difusiao em Agar

Atraves da analise dos resultados obtidos nos testes
de dupla difusao em agar, puderam ser obtidos alguns dados que
foram considerados validos para se conhecer os efeitos das tra-
diagoes ionizantes e do calor, nos antigenos da celula bacteria
na.

0s resultados obtidos encontram-se Figura 2, onde sao
apresentados as fotografias dos trées tipos de reagoes e um dese
nho esquematico das principais linhas de precipitagao. Repre -
sentam reagSes que se repetiam pelo menos dez vezes nos testes

de dupla difusao em agar.



FIGURA 2. Linhas de precipitacdo do teste de dupla difusdo em &
gar. S N, S A e S I sdo os extratos de células de S. typhimurium
6.616 ndo tratadas, aquecidas e irradiadas respectivamente, A S N,
A S A e A ST sdo osanti-soros contra células da mesma bactéria
normal, aquecida e irradiada. I, I e Il sdo os diferentes grupos de li-
nhas de precipitagdo.
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5.3 - Efeito da Radiacao Gama e do Calor sobre a Morfologia

Externa da Célula de S. typhimurium a Nivel de Micros
copia Eletronica

O0s resultados aqui apresentados s8o os obtidos atra-
ves das eletromicrografias. Na Figura 3 , & apresentada uma
sequencia fotografica das bactérias com diversos tratamentos.
Nessas preparacoes foi utilizada a técnica de sombreamento com
ourc. &s fotos mostram as superficies das celulas bacterianas,
nao tratadas, tratadas com calor e com radiacao gama.

Quando se utilizou a tecnica de coloragao negativa pe
lo PTA obtiveram-se as eletromicrografias apresentadas na se-
quencia da Figura 4. Nestas eletromicrografias observam-se os
provaveis danos causados na ceélula bacteriana pelos diversos

tratamentos eﬁxcomparagZo com a testemunha.
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FIGURA 3. Eletromicrografias de células de S. typhimurium 6.616 obtidas pela técnica de metalizagdo
com ouro. S N = bactéria ndo tratada;S I — 0,55 = bactéria irradiada com 0,55 M R;SI — 1,10 = bactéria
irradiada com 1,10 M R;S A — 60 = bactéria aquecida a 600 C por 60 minutos e S A — 100 = bactéria aque-

cidaa 1000 C por 3 minutos.
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S A -60; Aumento: 29.100 x S A -100; Aumento: 34.920 x

FIGURA 4. Eletromicrografias de células de S. typhimurium 6.616 obtidas pela técnica de coloragdo negati-

va pelo acido fosfotunguistico (P T A). S N = bactéria ndo tratada; ST — 0,55 = bactéria irradiada com 0,55

M R de raios gama; S I — 1,10-= bactéria irradiada com 1,10 MR; S A — 60 = bactéria aquecida a 600 C por
60 minutos e S A — 100 = bactéria aquecida a 1000 C por 3 minutos.
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6 - DISCUSSAQ

0 metodo empregado para determinagao da dose minima
inativante (DMI) apresentou~se c¢om caracteristicas considera-
das interescantes, pois além de se mostrar bastante simplifi-
cado permitiu obter uma DMI definida, com um valor de 0,55 MR
para a Salmonella typhimurium 6.616. Como poucos dados exis
tem na literatura indiecando valores para a DMI , muito prova-
velmente devido as dificuldades existentes em se definir esse
valor dentro da metodologia usualmente adotada. Alguns auto-
res como TUMANIAN et ali? (1958), limitaram-se a apresentar u
ma faixa de dose (0,40 a 0,60 MR) onde se situa a dose letal
para as enterxobacteriaceas. Como a S. typhimur<um & uma en-

terobactéria, pode~se aceitar o wvalor 0,55 MR como concordan-
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dante com o encontrado pelos autores citados. No trabalho de
PREVITE (i968), que tambem faz referencia a esse valor, o au-
tor ressalta que uma exaustiva investigacao foi necessaria pa-
ra concluir que 1,0 MR & mais ou menos o dobro da dose neces =
saria para reduzir, a zero, o numero de celulas vivas apos a
irradiagao de uma suspensao salina de S. typhimurium. Também
neste caso o valor 0,55 MR € perfeitamente aceitavel.

A simplicidade do metodo apresentado nesta Disserta-
cao se baseia principalmente na leitura dos resultados. Ao se
adotar como unidade experimental cada placa semeada ‘com um velume
adequado da suspensao bacteriana irradiada contendo um numero
fixo de células (no presente caso, 1 ml de uma suspensao com
10° ceélulas/ml) , diminuiu-se sensivelmente a quantidade de ma
terial e o trabalho empregado. Neste metodo eliminou-se a ne-
cessidade de diluigoes para contagens de cada celula sobrevi -
vente a irradiagao, éxpediente usado na metodologia convencio-
nal. A simples constatacao da presenga ou nao de sobreviven =
tes & uma operagao praticamente isenta de erros, o que nao o-
corre quando se pretende ler o numero exato de sobreviventes.

Vale ressaltar que a mudanga da unidade experimental
para um determinado volume de suspensao bacteriana, em uma con
centragao fixa, como era de se esperar, nao alterou a curva de
sobrevivéncia, que continuou sendo uma fungao exponencial como
a obtida pelo metodo convencional (Figura 1).

Qutro aspecto a se considerar, € o problema das dife

rengas de assepsia do local de trabalho. Este, dada a sua im-
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portancia, pode levar a resultados conflitantes na determina-
cao da dose para atingir 1007 de mortalidade de microorganis-
mos. Pela metolologia aqui apresentada, os problemas das dife
rengas de assepsia ficam minimizados, devido ao controle da
contaminagao casual e ao método de analise estatistica utiliza
dos. No presente caso, tem-se um intervalo de confianga para
a contaminagao casual de 0,3 a 0,21 , para um valor observado
de 0,12 sendo que foi utilizado o valor 0,09 para a contamina-
cao casual. Entretanto, pelo teste estatistico empregado po-
de-se adotar um valor para a contaminagao casual mais rigoro -
so, admitindo-se uma probabilidade de contaminagao igual ao li
mite inferior do intervalo de confianga observado experimental
mente. A analise estatistica & uma simples aplicacao do tes-
te binomial, permitindo a determinagao de um valor definido pa
ra a DMI , com niveis de significancia aceitaveis. Neste caso
obtem-se o valor B , que & um indicador do nivel de contamina-
cao do local (quanto maior o valor de B , menor o nivel assep-
tico do local). Na indastria, poder-se-ia utilizar este va-
lor para controlar as condicoes assépticas do local e as pro-
vas de inativagao das vacinas irradiadas.

No estudo das imunogenicidades das vacinas pelo tes-
te de protegao em camundongos, pode-se fazer as seguintes con
sideragoes. Quanto a eficiéncia protetora da vacinagao, os da
dos obtidos neste trabalho vem contrariar a teoria de pesquisa
dores como HOBSON (1957) ; MITSHUHASHI et alZZ (1958) ; USHIBA

et alii (1959) ; KAWAKAMI et alii (1966) e OSAWA et alizi (1967)
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que negam a eficieéncia das vacinas mortas contra infecgoes le-
tais das salmonelas. Os resultados relatados nesta Disserta-
¢ao mostram que as quatro vacinas aqui estudadas (VSA-60 ,
VSA-100 , VSI-0,55 e VSI-1,10) , foram altamente eficientes

(p < 0,001) em relagao aos animais nao tratados.

Do ponto de vista do autor desta Dissertagao, as va-
cinas irradiadas nao podem ser consideradas como vacinas mor-
tas, pois conforme LEA (1956) ; CARPENTER et qlii (1959) , AHN
et alii (1962) e NISHIHARA et alii (1964) as celulas bacteria-
nas submetidas a doses inativantes, mantém as atividades respi
ratorias, continuando numa "vida interfasica".

Comparando-se as protegoes dadas pelas vacinas mor-
tas por calor e pelas vacinas irradiadas, nao se pode consta -
tar diferengas quanto a protegao, indicando que a VSI-0,55 o-
ferece semelhante protegao a da melhor vacina tratada com ca -
lor (VSA-60). Contudo pelo teste Exato de Fisher, observa - se
que ha diferengas entre a VSI-0,55 e VSA-100 , e entre VSA - 60
e VSI-1,10 a niveis de probabilidade de 10%Z. Estes resulta -
dos ressaltam a importancia da utilizagao de um ponto otimo pa
ra a inativagao de bacterias pela radiagao ou pelo calor. A
utilizagao de 0,55 MR e de 609C por 60 minutos superou os ou-
tros tratamentos, mas nao podem ser tomados ainda como o ponto
otimo para inativagao.

Comparando-se as eletromicrografias da Figura 3 com
os dados do teste de proteggo em camundongos, parece haver cer

ta relagao entre a eficiéncia de cada vacina e o aspecto morfo
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1ogico externo da bacteria. A superficie da bacteria nao tra-
tada e da bactéria irradiada com 0,55 MR ou da bactéria aqueci
da a 609C por 60 minutos praticamente nao apresentam diferen -
cas externas. Contudo, num exame geral ao microscGpio eletro-
nico observou-se uma maior semelhanga morfologica entre a bac-
téria irradiada com 0,55 MR e a bactéria testemunha, nao trata
da. Ja na bactéria irradiada com 1,10 MR nota-se o aparecimen
to de deformagoes granulares na célula bacteriana, que se tor-
nam mais acentuadas na bacteria aquecida a 1009C por tres minu
tos. Essas granulagaes parecem revelar uma coagulagao das pro
teinas da parede celular, Na Figura 4 , onde as eletromicro -
grafias foram obtidas pela tecnica de coloragao negativa com o
PTA , aparecem as mesmas relacoes entre a morfologia das celu=
las nos diversos tratamentos e a eficieéncia da vacina corres -
pondente. Pode~se notar que a bacteria aquecida a 1009C por
tres minutos apresenta uma retragao do citoplasma. Na celula

irradiada a 0,55 MR e na celula aquecida a 609C por 60 minutos
nao se nota diferengas com relagao a célula nao tratada. 4 c@
lula irradiada com 1,10 MR apresenta um aspecto intermediario

entre a aquecida a 1009C por tres minutos e as outras.

0 exame dos testes de dupla difusao em agar combinan
do-se os extratos de S. typhimurium normal (SN), aquecida (SA)
e irradiada (SI) com os anti-soros contra a S. typhimurium nor
mal (ASN), aquecida (ASA) e 1irradiada (ASI) , mostrou que os
resultados eram extremamente complexos e por si so incapazes

de revelarem com clareza todas as alteragoes ocorridas nos an-



54.

tigenos bacterianos tratados com calor ou com radiacao gama.
Todavia, tentou-se atraves de analise dos resultados mais sim-
ples obter alguma informagao preliminar sobre as alteracgoes pro
vocadas pelos tratamentos. Para simplificagao dessa analise
elegeu-se a reagao da Figura 5A, onde foi colocado SN no ori
ficio central e nos orificios externos os trées anti-soros (ASN,
ASA e ASI). No desenho esquematico apresentado ao lado da fo-
tografia E,estao representados tres grupos de linhas de preci-
pitagao (I , II e III) que foram desenhadas baseando-se nao so
na foto A , mas tambem na observagao de um grande numero de
reagoes iguais.

Analisando-se os tres grupos de linhas de precipita-

cao separadamente pode-se verificar que:

a - 0 grupo I mostrou para a combinagao SN - ASN tres linhas
de precipitagao, enquanto que para as combinagoes SN - ASA
e SN-ASI s0 apareceram duas. E provavel que tenha ocor
rido neste caso, uma modificacao de um antigeno pelo tra-
tamento com calor ou com radiagao e que o anticorpo forma
do para-este antigeno modificado nao se combina mais com
o antigeno nativo. A linha referente a este antigeno mo-
dificado apareceu nas reagoes combinando SA - ASA , SA -

ASI , SI - ASA e SI -ASI , mostradas nas Figura 5.B e C .

b - O grupo II aparentemente mostrou duas linhas de precipité
¢ao para as combinagoes SN - ASA e SN-ASI , e somente uma

para a combinagao SN-ASN . Notou-se tambem a ocorrencia
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de cruzamentos diferentes entre as linhas desse grupo.
Enquanto que as linhas da combinagao SN - ASI se unem com
a linha da SN -~ ASN, somente a linha mais externa da SN -
ASN se une com a linha da SN - ASA. A linha mais inter-
na da combinagao SN - ASA cruza com a linha da SN -~ ASN |

forma um "esporao" com a linha mais interna da SN~ ASN ,

e cruza com a mais externa.

A hipotese mais simples para explicar estes fatos

foi a seguinte:

o
1

Existiriam varios tipos de anticorpos neste grupo de li-

nhas de precipitacao.

2 - Dois destes anticorpos apareceriam em todos os anti-so -
ros, porem na combinagao SN - ASN as duas linhas de preci
pitagao estariam sobrepostas, enquanto nas combinagoes
SN - ASA e SN - ASI estariam separadas.

3 - No anti-soro para a S. typhimurium aquecida apareceria

um anticorpo que nao existe nos outros dois anti-soros.

Isto so e explicavel, admitindo-se que o tratamento
com o calor liberaria algum antigeno que na c&lula normal nao es
ta exposto ao sistema formador de anticorpos do coelho, o que
nao ocorreria com a radiagao gama. A desintegragao com o ul-
tra-som utilizada na preparagao do extrato da S. typhimurium
para os testes de difusao em agar, tambem liberaria esse anti-

geno da celula. A ligha dg precipitacao entre esse antigeno



56.

e o anticorpo presente no ASA seria sobreposta a linha mais in

terna das duas ja referidas.

e - 0 grupo III , constou de uma linha da combinagao SN - ASN,
duas da SN - ASA e tres da SN - ASI. Neste caso pareceu
ter ocorrido a formagao de um anticorpo diferente no ASA
e dois no ASI, mas que dao reagoes cruzadas identicas a
do canticorpo presente no ASN. Isto sugere que o antige-
no presente na bacteria normal poderia ser afetado pelo
calor provocando uma alteragao numa fragao da populagao
de antigeno. A radiagao gama causaria dois tipos de alte
racoes em moleculas antigenicas diferentes, fazendo sur -
gir tres tipos de anticorpos no ASI. Essas linhas extras
apareceram nas reacgoes das Fotos B e C , o que indica se~-
rem realmente tipos diferentes de antigenos surgidos nas
bactérias submetidas ao tratamento com calor ou com radia

¢ao gama.

As hipoteses feitas parecem dar uma explicagao dos
fatos observados nos testes de dupla difusao, entretanto, so -
mente pesquisas sistematicas sobre os efeitos do calor e da ra
diacao gama nos antigenos da celula bacteriana, € que viriam
comprovar em definitivo os fenomenos ora observados.

As analises preliminares das linhas de precipitagao
indicaram que tanto a tratamento pelo calor como pela radiagao
gama provocam alteragoes nos antigenos, bem como liberagao de

antigenos que normalmente sao inacessiveis. Esses fatos suge-
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rem que a analise serologica correlacionada com o teste de pro
tecao em camundongos podera indicar até& que ponto essas altera
goes podem influir positiva ou negativamente na eficiéncia de
uma vacina.

Pelos dados do teste de protegio em camundongos fi-
cou evidente que vacinas contra S. typhimurium inativadas pe-
lo calor ou pela radiagao ionizante deram protegao contra in-
fecgoes letais da bactéria virulenta viva. £ 1o0gico também su
por que existe uma dose otima para inativagao das bacterias,tan
to com calor como com radiagao, visando obter maior imunogeni
cidade. Nas doses em que a bacteria apresentava maior imuno-
genicidade notava-se nas eletromicrografias que a morfologia
bacteriana estava menos danificada.

Na obtengEo da dose otima para o processamento de va
cinas irradiadas intervém muitos fatores que devem ser cuidado
samente estudados. Embora LEA (1956) tenha postulado que a i-
nativacao de bacteérias e obtida por uma simples ionizagao pri-
maria ou por um pequeno niimero de eventos de ionizagoes, basea
do nas curvas de sobrevivencias de microrganismos, e bem conhe
cido que se inicia um complexo de complicadas reagoes, danifi-
cando igualmente todos os componentes celulares. O dano celu-
lar pode ocorrer pela agao direta da radiagao ou pela agEo in-
direta, atraves dos radicais livres, produzidos no fluido in-
tracelular ou no liquido que envolve a celula. Uma sugestao
citada por AHN et @liZi (1962) e que a lesao inicial pode oca-

sionar uma diminuigao das barreiras celulares, resultando na
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liberagao de enzimas da propria ceélula, que atacam as molécu-
las essenciais para a manutengao das fungoes biologicas.

A nivel celular, BACQ e ALEXANDER (1966), admitem
tres efeitos imediatos da radiagao ionizante: 1) fisiologi
co ; 2) lise de celula ou morte interfasica e, 3) delegao
ou morte mitotica. O estudo de AHN et qliiZ (1962) indica que
os fatores correlacionados com a fungao reprodutiva da celula
bacteriana sao mais radiossensiveis que as enzimas respirato-
rias. A perda da integridade reprodutiva & postulada como o
resultado da agao de poucas radiagoes ionizantes em poucas mo
leculas da celula. Essas moleculas eséenciais para a prolife
ragao podem ser enzimas, acidos nucléicos, assim como outras
proteinas.

Dentre os fatores que afetam a extensao do dano cau
sado pela radiagao, estao as quantidades de agua e de oxige -
nio presentes durante a irradiagao, Certas reagoes sao depen
dentes de oxigenio, enquanto que outras nao. As reagoes de-
pendentes de oxigenio requerem a presenga de uma certa quanti
dade de agua para se manifestarem. AHN et alii (1962) citam
que em sistemas aquosos a presenga de oxigenio aumenta cerca
de 300% o efeito do dano para uma determinada dose de irradia
gEo, quando comparada ao dano no estado seco. Nos experimen-
tos desses autores, com Brucella liofilizada, a presenga :de
oxigenio durante a irradiagao, numa dada dosagem, diminuiu a
atividade respiratoria das celulas de somente 75 a 907 em re-

lagao as celulas irradiadas sob vacuo ou nitrogenio.
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Os estudos de PREVITE et alii (1967) e PREVITE (1968)
demonstraram que o meio liquido favorece a inativagao ou deto~
xicagao da endotoxina de Salmonella typhimurium, que @ um lipo
polissacarideo. Ainda com referencia a esse lipopolissacari -
deo, os autores evidenciaram a existéencia de dois ou mais de-
terminantes letais e antigenicos. O efeito da radiagao e dife
rencial nesses determinantes e nos componentes pirogenicos, in
dicando provavelmente sitios funcionais separados para as ati-
vidades letal, antigenica e pirogenica. Os autores engontra -

ram tambeém que a toxicidade das vacinas obtidas por aquecimen-

to da S. typhimurium 3 temperatura de ebuligao da agua por
duas horas foi menor (LD50 = 3,2 x 10° cZlulas) do que das va
cinas irradiadas com 1,0 Mrad (LD., = 2,2 x 103 células). En

50

contraram tambem que os dois ou mais grupos de determinantes
letais, um deles foi sensivel ao efeito de 1,0 Mrad. No pre-
sente estudo se utilizou 0,5 x 10% células de §. typhimurium
irradiadas com 0,55 MR para vacinagao de camundongos, e um dos
animais morreu antes da inoculagao com a bactéria virulenta vi
va. O mesmo ocorreu com a vacinagao com 0,5 x 10° celulas a-
quecidas a 1009C por tres minutos. Estas mortes poderiam ser
devidas a toxicidade dos lipopolissacarideos ligados a celula
bacteriana, contudo @ mais provavel que seja devido a trauma -
tismo causado pela vacinagao.

Quanto a inativagao dos microrganismos pelo calor ob
serva-se tambem fatores intervindo no processo. O efeito 1le-

tal produzido pelo calor sobre os microrganismos resulta de um
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processo de desnaturagao e subsequente coagulagao das protei -
nas citoplasmaticas. E essa coagulagao depende principalmente
de dois fatores: temperatura e tempo de exposigao. Geralmen-
te,a 609C por 30 ou 60 minutos, morrem as -bactérias nao espo-
ruladas. Segundo DiGIOIA et alzi (1970) a perda da fungao bio
logica de algumas macromoléculas pela desnaturagao termica re-
quer a ruptura de no minimo trées pontes de hidrogenio adjacen-
tes, que causa a abertura da molécula e perda de sua configura
gao biologica. Tambéem as vacinas processadas pelo aquecimento
devem se-lo no seu ponto otimo, pois conforme dados do teste
de protegao em camundongos a vacina inativada por exposigao a
609C por 60 minutos superou a vacina inativada por exposigao
a 1009C por tres minutos (p = 0,25).

Quando se analisam os resultados dos trabalhos que
comparam as imunogenicidades de vacinas irradiadas as vacinas
preparadas por outros processos, nota-se que 0S mesmos Se apre
sentam conflitantes por nao ter havido uma preocupagao em oti-
mizar as condigoes de inativagao da bactéria. Por exemplo,
quando PREVITE (1968) irradiou S. typhimurium numa dose de 1,0
Mrad em suspensao salina, a comparagao foi feita com uma vaci-
na inativada pelo calor a mais ou menos 1009C por duas horas.
Neste caso, nem na vacina irradiada, nem na vacina aquecida
foi utilizada a dose minima inativante (DMI), pois o autor es-
tava mais preocupado com a toxicidade das vacinas. Por outro
lado, quando NISHIHARA et aliz (1964) compararam vacinas irra-

diadas com as preparadas por outros processos, utilizaram uma
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dose de 1,0 MR para inativar B. melitensts liofilizada. A vaci
na aquecida foi preparada com aquecimento a 609C por 10 minutos.
Nos dois casos as vacinas irradiadas superaram as aquecidas.
Porem MALAFIEJ et alii (1974), irradiando a S. typhi com 0,4 a
0,80 Mrad de raios gama em suspensao salina e comparando com va
cinas aquecidas a 609C por 30 e 60 minutos, encontraram maior
atividade protetiva para a aquecida.

Na procura da "vacina ideal" parece que a preocupagao
com a toxicidade das endotoxinas de bacterias gram-negativas
nao e tao importante, pois o nimero de células bacterianas ne-
cessarias para imunizagao, esta muito abaixo do nivel letal.
Nas pesquisas para obtengao da “"vacina ideal” parece que & mais
importante estudar melhor os efeitos da radiagao ionizante na
celula bacteriana, procurando provocar somente a "morte mitoti-
ca” minimizando ou anulando o efeito sobre as moleculas vitais
e antigEnicés. Ja se tem algum conhecimento a respeito de como
evitar os efeitos indiretos da radiagao ionizante, quer diminu-
indo, quer solidificando a agua do meio, ou mesmo, utilizando -
se de substancias protetoras dos efeitos indesejaveis. GORDON
et alii (1964) utilizando cisteamina a 0,2 M na suspensao bac-
teriana ao irradiar, conseguiram aumentar a antigenicidade das
mesmas. Tambem POLLEY (1962) utilizou histidina e p-aminohipu-
rato de sodio durante a irradiagao de suspensces purificadas de
virus da influenza, conseguindo diminuir a infectividade e man
ter quase inalterada a antigenicidade. PREVITE et aliz (1967),

mostraram haver menor efeito da radiagao quando congelavam a so
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lugao a 1849C para detoxificagao dos lipopolissacarideos de
enterobactérias. A temperatura do meio em que a célula & irra
diada, ¢ um fator que interfere nos efeitos causados por uma
determinada dose de radiagao ionizante, conforme PREVITE (1968);
LICCIARDELLO (1969) e DiGIOIA et alii (1969).

Pelas consideragoes feitas nesta Dissertacao visando
mostrar as propriedades de uma vacina irradiada em comparacgao
com a vacina preparada pelo calor, verificou-se que pela sim-
ples utilizagao da DMI , sem se preocupar com os demais fato -
res que interferem na sua determinagao, foi possivel obter va-
cinas tao eficientes quando a melhor aquecida testada e com e-
ficiencia proxima a 100% no teste de protecao em camundongos.
Portanto e provavel que utilizando-se a DMI e controlando os
demais fatores que interferem aumentando ou diminuindo danos
das radiagoes ionizantes na celula bacteriana, se obtenham va-
cinas irradiadas de alta eficiencia, superando as preparadas

pPor outros processos,
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7 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos e discutidos nesta Dissertacgao

permitem apresentar as seguintes conclusoes:

1 - Conclusoes sobre o método para determinagao da dose mini-~

ma inativante - DMI

1 - 0 metodo para determinagao da DMI revelou-se eficiem
te, simples, permitindo obter um valor definido para
a mortalidade de celulas bacteriamnas a um nivel de
1007 com uma precisao estatistica nao alcangada pe-

los metodos usuais.

2 -~ 0 valor da DMI de radiagao gama do 60Co para a Salmo
nella typhimurium €.616 encontrado pelo teste bino -
mial foi 0,55 MR.
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0 método empregado alem de requerer menos trabalho,
material e tempo, permite controlar as condigoes
de assepsia do laboratorio e as provas de inativa-

gao das vacinas irradiadas.

A curva experimental de sobrevivencia da S. typht

. . - .~ 60
murium 6.616 submetida a radiagao gama do Co a-
justou-se a equagao

o- 10,59 R 21 ’

de acordo com a "one-hit multi-target theory" com

s =1- (1

um coeficiente de determinagao de 0,98 (p ¢ 0,001).

Conclusces sobre a imunogenicidade das vacinas

Pelo teste de protegao em camundongos, as duas vaci
nas irradiadas e as duas vacinas aquecidas foram al
tamente eficientes em relagao a testemunha

(p < 0,001).

A vacina irradiada com 0,55 MR e a vacina agquecida
com 609C por 60 minutos nao diferiram estatistica -
mente quanto a eficiencia, porém estas superaram res
pectivamente a vacina aquecida a 1009C por 3 minu -
tos e a vacina

irradiada com 1,10 MR (p = 0,10).

Observou-se uma correlagao positiva entre a imunoge
nicidade das vacinas no teste de protegao em camun-
dongos e os danos provocados pelos tratamentos na
morfologia da célula bacteriana,vistos ao microsco-

pio eletronico.
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A radiagao e o calor provocaram mudangas na estrutu-
ra antigenica da celula bacteriana, em meio aquoso ,

detectaveis nos testes de dupla difusao em agar.

Em vista da relagao entre a DMI e as condigoes de sua
determinagao poder-se-a melhorar ainda mais a efici-
encia da vacina, otimizando as condigoes de determi-

nagao da mesma em pesquisas futuras.
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8 - SUMMARY

Salmonellae is a group of bacteria responsible for
diarrhea in men and domestic animals causing great damage and
high mortality in brazilian herds.

So far, among the existent treatments for infeccious
deseases, vaccination is the most efficient and less expensive
one. There are several processes for vaccines preparation a-
gainst bacteria. The use of ionizing radiation is becoming a
good alternative for improving the efficiency of the vaccines
against bacteria as well as other parasites.

However there are many factors that interfere with
the ionizing radiation utilization to inactivate the pathegens
that cause deseases. To get irradiated vaccines with maximum

efficiency these factors should be optimum.
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In the present work, a method to obtain the minimum
inactivating dose of radiation (MID) was propose to achieve
the point in which a "mitotic death” for all the cells of a
bacterial suspension occurs with the least damage to the anti
genic structures. The proposed method is based on the changes
of the experimental unit conventionally used for bacteria irra
diation, which is each bacterial cell for a constant number of
bacterial cells present in a known volume.

Salmonella typhimurium 6.616 and gamma-radiation
from 60Co were used as model. The method discussed proved to
be simple and efficient, and it demands less work, time and ma
terial, than the usual methods and further more permits to get
a definite value for MID. The MID value found for GS. typhimu
rium 6.616 by the binomial test was 0,55 MR,

The immunogenicity of the irradiated vaccines was al
so studied by serological and mouse protection test in compari
son to the vaccines prepared by heating. The results indica-
te that when the bacterial suspension is irradiated with that
MID a vaccine as efficient as the better vaccine prepared by
heating is obtained. It was also found that heating as well
as irradiation of bacteria in a watery medium had changed their
antigenic structure.

It was observed by eletron microscopy a relatienship
between the damage caused by both treatments im bacterial cell
morphology and the protection of the respective vaccine obser-

ved by the mouse protection test.
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