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METODO DE AVALIACAO DA VACINA ANTITIFOIDICA NO
LABORATORIO

Helvécio Branpio (1)

RESUMO

A aplicacio do método por nbs preconizado para a avaliacdo de certos tipos
de vacinas, foi utilizado para a vacina antitiféidica, como exemplo, demonstrando
a aplicabilidade do método. Nenhuma comparagdo foi utilizada.

No tocante a metodologia do processo, verificamos que, usando uma dose-teste
conhecida, no caso 1 DL50, que é muito fraca para ocasionar qualquer mortali-
dade no grupo imune, ou melhor, no grupo vacinado, com apenas dois grupos de
animais foi possivel calcular o pardmetro A do primeiro térmo da série de Poisson
e determinar o niimero esperado de sobreviventes, que nos permite um contréle
matematico dos resultados.

INTRODUCAO

O uso de vacinas como meio de imuniza-
¢do ativa na prevengdo de doencas infeccio-
sas é praticado largamente como método fir-
memente estabelecido em sua eficacia. Nao
obstante, produtos novos mais eficientes, sdo
continuamente pesquisados com o intuito de
aperfeigoar os existentes ou de encontrar ou-
tros que possam ser empregados na profila-
xia de infecgbes para as quais ainda nfo
possuimos agentes imunizantes.

Antes de postas em uso, as vaccinas sfo
estandardizadas em sua atividade por meio
de métodos bioldgicos adequados. Outro re-
quisito indispensivel é a correlacio da ca-
pacidade imunogénica da vacina no labora-
tério com a sua atividade no homem.

A vacinaglo contra a febre tiféide, apesar
de ser usada hi mais de 50 anos, ainda no
permitiu uma avaliacio precisa do grau de
protecdo conferido pelas diferentes prepara-
¢oes usadas '*, As causas incriminadas sdo,
principalmente, falta de trabalhos de campo
bem planejados usando técnicas de amostra-
gem adequadas e um bioensaio no laboraté-
T1io que corresponde com a sua atividade no
homem.

Em 1954-55 foi realizada pela primeira
vez uma experiéncia estritamente controlada
num grupo da populagio, na Iugoslavia, com
o objetivo de determinar a eficiéncia abso-
luta e relativa de duas vacinas, sob os aus-
picios da Organizagio Mundial de Satde e
do U.S.P.H.S., dirigida por grandes autori-

dades internacionais de varios paises*

As preparagbes usadas foram a vacina al-
codlica, morta e conservada pelo &lcool, e a
vacina fenolada, morta pelo calor e conser-
vada pelo fenol.

Depois de usadas no homem foram estu-
dadas em diferentes laboratérios, por meio
de varios testes, com o objetivo de ser en-
conirado um que pudesse fornecer uma pre-
visdo de sua atividade no homem. Os re-
sultados neste sentido nfo foram concluden-
tes, as respostas obtidas nos animais experi-
mentais por diferentes modalidades de pro-
vas foram discordantes, ndo correspondendo
aos resultados obtidos no homem’

O bioensaio classico usado na determina-
¢io da atividade da vacina antitiféidica é

‘baseado em normas estabelecidas pelo N.IL.

H.,

Fundamenta-se na capacidade imuno-
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génica da vacina para o camundongo, em
relacdo a animais ndo imunizados. O teste
de imunizagfo aliva consiste essencialmente
no seguinte: pelo menos trés grupos de 15-20
camundongos, raga Swiss, péso 15-17 g, re-
cebem por via intraperitoneal as vacinas em
avaliacio, em doses gradativas. Seis dias
apo6s recebem uma dose-teste, intraperitoneal,
de aproximadamente 1.000 DL50 de S. zy-
phosa, estirpe V58, em 0,5 ml de mucina
estéril a 5%. Os animais sio observados
durante 72 horas e o nimero de sobreviven-
tes anotado.

Existem outras modalidades desta técnica,
como a preconizada por LANDY ™', que n#o
utiliza a mucina, mas uma suspensio em
solugdo salina como dose-teste, usando a cé-
pa Ty2. A concentragio do inéculo é ajus-
tada fotométricamente em 10° germes (apro-
ximadamente 20 a 30 DL50). Também a
imunizagdo passiva de camundongos com
soros de coelhos vacinados pode ser usada.
Os animais devem ser imunizados de acérdo
com esquemas fornecidos pela Organizacfio
Mundial de Satide ou pelo W.R.A.LR. (Wal-
ter Reed Army Institute of Research)”.

Estas. provas traduzem o poder imunizan-
te relativo de uma vacina, em funcdo de
um grupo nio imunizado, pela determina-
¢do do efeito morte ou sobrevivéncia dos
animais, o cémputo da proporcio relativa
de mortos ou sobreviventes, nos dois grupos
sendo feito pela avaliagio simultinea das
duas DL50, a relagdo dos valdres encontra-
dos fornecendo o grau relativo da vacina.

A prova de protegio ativa pode ser feita
em duas modalidades, com uma dose imu-
nizante constante e doses-teste variaveis ou
com doses imunizantes varidveis e uma dose-
teste fixa. Segundo BoONET-MAURY 4, no
primeiro caso, o poder Imunizante da
vacina é expresso pela relagio DL50 vaci-
‘nados/DL50 néo vacinados. Esta relacdo
traduz segundo éste autor, o aumento numé-
rico da resisténcia obtido pela vacinagfo,
sob forma de um fator de multiplicacdo.
Um poder imunizante 2, significa que a me-
tade dos animais vacinados sucumbe apés a
inoculagdo de uma dose dupla daquela que
produz uma mortalidade de 50% nos ani-
mais nfo vacinados. Este valor numérico
foi denominado “indice de imunidade” por
CooprEr & KELLER °. :
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Estes testes tém sofrido severas criticas de
diversos autores, como FELIX®, que apon-
ta as principais fontes de é&rro que po-
dem falsear os resultados, como o uso da
mucina, que éle considera desastroso, a va-
cinagio e a dose-teste ambas injetadas por
via peritoneal, que éle contra-indica.

Outros pesquisadores ém estudado as cau-
sas de variagdo destas provas, como Bar-
SON %3 que teve oportunidade de analisar
minuciosamente tddas as variveis.

Outros ainda tém sugerido medidas para
tornd-los mais precisos e reprodutiveis, como
LutppoLp ** e Lanpy .

Segundo BaTson?, um dos obsticulos ao
desenvolvimento de vacinas com um poder
protetor melhor, é a falta de um bioensaio
sensivel, capaz de fornecer respostas uni-
formes.

Sugestiva e atual é a opinido de GREEN-
BERG '°, que diz: “nenhum teste pode ser
aceito sem reservas até o presente, em nossa
opinifo. Pesquisas em outras linhas devem
ser desenvolvidas para obtengfo de um teste
de poténcia da vacina tiféidica”.

Valiosas também sfo as opinides dos com-
ponentes da grande experiéncia de campo.

Nesse sentido, importantes conclusbes fo-
ram obtidas em relacdo aos testes de labo-
ratério, de que as provas usadas presente-
mente ndo podem ser correlacionadas com
a protecdo obtida no homem. Os relatores
dos trabalhos da Comissdo afirmam ndo con-
siderarem nenhuma vantagem nos testes, ex-
ceto como teste de identidade e para indicar
alguma atividade da vacina. Manifestam
o desejo de que o trabalho de campo pio-
neiro em que tomaram parte seja o primeiro
de uma série, que culmine com o estabele-

‘cimento de uma correlagdo entre a eficicia

da vacina no homem, com um teste de la-
boratério adequado.

EpsaiL”, em trabalho ja mencionado, fo-
caliza bem o problema, mostrando as razdes
de ceticismo pelos testes convencionais, ci-
tando casos de febre tiféide no Exército, em
tropas vacinadas com preparagbes que ha-
viam exibido excelente poténcia nas provas
em camundongos.

Um dos inconvenientes mais importantes
que vemos nestes testes é o fato de ser o
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camundongo um animal naturalmente resis-
tente & S. typhosa.

PROPOSITO DO PRESENTE TRABALHO

O propésito do presente trabalho é a apli-
cagio das bases de um teste que ndo exige
a determinagfo da mortalidade ou sobrevida
como indice do poder protetor da vacina e
ndo depende da suscetibilidade dos animais
ao agente.

Baseia-se na cinética do curso de uma
bacteriemia provocada, conforme trabalho
anterior do autor (BranpZo ?).

Este teste, em vez de medir efeitos extre-
mos como a morte ou a sobrevivéncia, in-
troduz uma medida num fendmeno de im-
portdncia fundamental e decisiva na evolu-
¢do do processo infeccioso, a bacteriemia,
possibilitando o estabelecimento de valbres
numéricos arbitrdrios que traduziriam dife-
rentes graus de resisténcia em carater rela-
tivo- dentro das condigdes de um mesmo ex-
perimento.

MATERIAL E METODOS

Camundongos — Raga Swiss, péso 18-20
g, machos, separados ao acaso em 2 grupos

de 12.

Vacina — Preparada segundo a técnica
original de FELIX 8, com a concentragio de
2X10° germes por ml, padronizada de acdr-
do com as normas do N.I.H. e liofilizada,
cépa Ty2.

Método de vacinacio — 0,5 ml da dilui-
¢do a 1:10, intraperitonealmente, em 2 do-
ses, com intervalo de 7 dias.

Dose-teste — Foi usada a DL50, que foi
determinada na concentragio de 5X107, pela
regressio linear log-doseXprobitos  (Fin-
NEY ?).

Sangrias — Feitas por técnica descrita
anteriormente, diretamente do coracio.

Contagens — Feitas pelo método conven-
cional em placas, o nGmero de germes cor-
respondendo ao niimero de colénias, as con-
tagens feitas em contador tipo A. O. Spencer.

Meios de culiura — Agar nutriente e Mac
Conkey (Difco).

RESULTADOS

QUADRO I
Grupo Dose N‘-_’ de? Bacterien’lig
(log) animais | (log da média)
Contrdle 7,7 12 4,3 £ 086
Imune 7,7 12 01 + 0,8

Conforme trabalho nosso anterior (BRrAN-
pX0 %), relagGes lineares inversas ocorrem en-
tre a bacteriemia e a sobrevivéncia em cer-
tas combinagBes germe-hospedeiro, mostran-
do a reciprocidade existente entre estas gran-
dezas. A percentagem de sobrevivéncia a
uma determinada dose é diretamente pro-
porcional A resisténcia.

A proporcio esperada de sobreviventes,
de acérdo com o primeiro térmo da série
de Poisson, é:

= (1 — \)P = e, sendo

= percentagem de sobreviventes

log da bacteriemia

= base dos logaritmos naturais

= inclinacfo ou coeficiente angular da
linha de regressio log bacteriemia-
In percentagem de sobreviventes,
que é a probabilidade de um germe
matar o hospedeiro.

> 0 oo Unn
|

Tendo sido usada a DL50 como dose-teste,
que por experiéncia prévia ndo mata os imu-
nes, o parametro A pode ser estimado no
caso, em virtude da linha de regressdo pas-
sar pela origem (Fig. 1), cujo valor é
A = —0,16.

Sendo assim, temos, como se vé no Qua-

dro II:
QUADRO II

Proporcao de sobreviventes

Grupo Calculada Por definicéo
Contréle e = 0503 0,500
Imune e\ = (984 1,000

As diferengas ndo sio significantes ao ni-

vel de 0,05.
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Fig. 1 — Linha de regressio log bacteriemia-ln
proporcdo de sobreviventes.

Chamando de Y a resisténcia, podemos
obter pela féormula Y = 1000.e™*P, valbres
arbitrarios, relacionados com a sobrevivén-
cia, que traduziriam resisténcias relativas
num mesmo experimento.

No caso temos:
Grupo contrdle ..... Y =1000.e*P =503
Grupo imune ...... Y =1000.e™P =984

SUMMARY

Method for laboratory evaluation of anti-
typhoid vaccine.

In a previous work we have demonstrated
the possibility of using the measurement of
bacteraemia as a criterion for the evaluation
of resistance or immunity conferred by vac-
‘cines, based on our hypothesis that “the
number of circulating organisms in a given
time is an inverse function of resistance”
which means “survival is an inverse function
of bacteraemia”, for certain agent-host com-
binations.

The expected proportion of surviving was
calculated using the first term of Poisson
series. The hypothesis could not be rejected
since the differences between the calculated
‘and expected values by definition were not
significant at the 0.05 level.

In this paper the applicability of the me-
thod was demonstrated for another agent-host
combination. It was used as challenge 1
LD50 which does not kill the vaccinated at
all.
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Using only two groups of animals, control
and vaccinated, it was possible to calculate
the parameter A since the line passes through
the origin and so obtaining the calculated
values, which work as a check of the me-

thod.
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