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1. INTRODUÇÃO  
 

O gênero Clostridium compreende diversas espécies bacterianas 
anaeróbicas estritas, Gram-positivas, encontradas no ambiente e na microbiota de 
animais saudáveis, inclusive em humanos. Caracterizam-se pela produção de 
esporos como forma de resistência, permanecendo viáveis no solo por longos 
períodos até encontrarem condições favoráveis à sua germinação (LOBATO et al., 
2013). Algumas espécies são patogênicas causando doenças denominadas 
clostridioses (GOMES, 2013; LOBATO et al., 2013; UZAL, 2012). 

As clostridioses apresentam impactos significativos em animais domésticos 
e de produção, causando prejuízos à pecuária devido a altas taxas de letalidade. 
Em particular, o Clostridium chauvoei causa uma doença caracterizada por necrose 
muscular (mionecrose) de difícil tratamento (VARGAS, 2005), denominada 
Carbúnculo Sintomático (HATHEWAY, 1990), popularmente conhecida como 
manqueira. A doença acomete principalmente bovinos jovens, entre quatro meses 
e três anos de idade no mais alto nível nutricional (GOMES, 2013), sendo uma 
enfermidade economicamente importante. Clinicamente, os animais apresentam 
temperatura elevada, anorexia, depressão e manqueira (ASSIS, 2005). 

A vacinação é a forma mais eficiente de prevenção contra clostridioses, 
reduzindo significativamente a incidência nos animais (LOBATO et al., 2013). 
Embora a vacinação não seja obrigatória, são aplicadas anualmente mais de 250 
milhões de doses de vacinas clostridiais (ALVES et al., 2017) evidenciando a 
importância em se combater os prejuízos causados por essas enfermidades na 
pecuária. 

O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), através da 
portaria n°49 (BRASIL, 1997) regulamenta a produção, controle e emprego das 
vacinas veterinárias para C. chauvoei, quanto a sua esterilidade, inocuidade e 
eficiência em cobaios (guinea pigs) empregando a cepa oficial C. chauvoei MT 
(Manguinhos e Teixeira) no teste de potência por desafio letal. Somente as vacinas 
aprovadas nos testes oficiais são liberadas para a comercialização, garantindo 
assim, a qualidade das mesmas (BRASIL,1997).  

O presente trabalho objetivou avaliar o teste de potência em camundongos 
da linhagem BALB/c desafiados com esporos de C. chauvoei, como alternativa ao 
uso de guinea pigs. Dessa forma, foram utilizados esporos produzidos in-house a 
partir da cepa padrão utilizada pelo MAPA para determinar a DL100 e avaliar a 
suscetibilidade dos camundongos à doença. 

 
2. METODOLOGIA 
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2.1. Cultivo de C. chauvoei e obtenção dos esporos 
 
O cultivo foi realizado em meio Brain Heart Infusion (BHI) suplementado com 

0,05% (m/v) de cloridrato de cisteína (BHI-cis), sob condições de anaerobiose a 
37°C. Após 24 horas, o cultivo foi transferido para 250 mL de BHI-cis e mantido nas 
mesmas condições até ocorrer a esporulação, que levou aproximadamente 14 dias. 
A pureza do cultivo foi confirmada pela observação da morfologia das colônias em 
ágar sangue (incubado a 37 °C por 72 horas), bem como pelas colorações de Gram 
e verde malaquita. As suspensões de esporos foram obtidas após lavagem do 
cultivo com tampão PBS (phosphate-buffer-saline) por duas vezes, seguidas de 
centrifugação para concentrá-las 10 vezes. Em seguida, o pellet celular foi 
suspenso em BHI-cis contendo 20% de glicerol, e armazenado em alíquotas de 1 
mL em criotubos a -80 °C, para posterior contagem de células viáveis (UFC/mL). 
 

2.2. Determinação da dose mínima letal de esporos em camundongos 
 
A cepa C. chauvoei MT (Manguinhos e Teixeira), proveniente do Laboratório 

Leivas Leite, foi utilizada nos experimentos para avaliação da dose mínima letal e 
no teste de desafio de camundongos. A metodologia oficial, padronizada pelo 
MAPA para cobaios (BRASIL, 1997), foi adaptada para experimentação com 
camundongos. Considerando as características corporais da espécie, a letalidade 
nos camundongos BALB/c foi avaliada por meio da inoculação intramuscular (IM) 
de 50 μL de uma solução contendo esporos de C. chauvoei MT (7 x 10¹¹ UFC/mL), 
diluídos em uma solução de cloreto de cálcio (CaCl₂) a 7,5%. 

Para determinar a suscetibilidade dos camundongos ao desafio letal, foi 
utilizada a suspensão de esporos de C. chauvoei MT com o objetivo de identificar 
a menor dose capaz de causar a morte de todos os animais do grupo (DML). Foram 
feitas diluições decimais da suspensão de esporos em PBS estéril. Um total de 24 
camundongos BALB/c, divididos em 6 grupos de 4 animais cada, foram inoculados 
via intramuscular com 50 μL das seguintes diluições: 1:1.000, 1:5.000, 1:10.000, 
1:20.000, 1:30.000 e 1:40.000. Os animais foram monitorados por 72 horas, e os 
óbitos foram registrados para o cálculo da DL100. 
 

2.3. Teste de potência vacinal para validação da DML 
 

Após a determinação da DML para a suspensão de esporos produzida in-
house e armazenada a -80 °C, foi conduzido um experimento para validação do 
teste de potência. A vacina comercial multivalente contra clostridioses (Resguard 
T/HB), fabricada pela empresa Vaxxinova e previamente submetida aos testes 
oficiais do MAPA, contendo antígenos de C. chauvoei, foi adquirida e utilizada como 
controle positivo no experimento de desafio letal com camundongos BALB/c. Como 
controle negativo, utilizou-se uma solução de PBS estéril. 

Foram utilizados 20 camundongos (machos e fêmeas), distribuídos em 4 
grupos de 5 animais cada. Dois grupos receberam, via subcutânea, 0,5 mL de 
vacina comercial, com a primeira dose administrada no dia 0 e a segunda no dia 
21. Os outros dois grupos foram inoculados com 0,5 mL de solução estéril de PBS. 
No 36º dia, um grupo de cada tratamento foi desafiado com 1 DML da suspensão 
de esporos de C. chauvoei, enquanto os dois grupos restantes foram expostos a 5 
DL100. Os animais foram monitorados durante 72 horas para avaliar mortalidade e 
sinais clínicos (end points). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 De acordo com os resultados da taxa de sobrevivência (Tabela 1) foi 
possível determinar a diluição de 1:5.000 da suspensão estoque de esporos de C. 
chauvoei (7 x 1011 UFC/ml) como a menor concentração capaz de causar a morte 
de todos animais do grupo, sendo essa diluição considerada como a DML para o 
experimento de desafio letal em camundongos. 
 
Tabela 1. Resultado da taxa de sobrevivência dos animais desafiados para 
determinação da dose mínima letal com diferentes diluições da suspensão de 
esporos de C. chauvoei MT. 

Diluições da suspensão de 
esporos de C. chauvoei MT 

Taxa de sobrevivência (72 h pós 
desafio) 

1:1000 0% (0/4) 

1:5000 0% (0/4) 

1:10000 50% (2/4) 

1:20000 75% (3/4) 

1:30000 100% (4/4) 

1:40000 100% (4/4) 

 
No experimento de validação do teste de potência em camundongos, os 

animais foram imunizados via subcutânea com 2 doses (dias 0 e 21) e desafiados 
com 1 DL100 e 5 DL100 da suspensão de esporos C. chauvoei 15 dias após a 
administração da segunda dose, sendo os resultados de sobrevivência 
apresentados na Tabela 2.  

 
Tabela 2. Resultado de taxa de sobrevivência dos animais vacinados mediante 
teste de desafio letal (1 e 5 DML) com esporos de C. chauvoei MT (7x1011 UFC/ml). 

Vacinas Desafio com suspensão 
de esporos C. chauvoei 

MT 

Sobrevivência (%) 

24 h 48 h 72 h 

Vacina comercial 1 DML 
(Diluição 1:5000) 

5/5 5/5 5/5 (100%) 

Controle PBS 5/5 5/5 0/5 (0%) 

Vacina comercial 5 DML 
(Diluição 1:1000) 

5/5 5/5 5/5 (100%) 

Controle PBS 5/5 0/5 0/5 (0%) 

 
Os animais que receberam a vacina comercial e foram desafiados com 1 DML 

e 5 DML da suspensão de esporos de C. chauvoei não demonstraram quaisquer 
sinais da doença, o que confirma a eficácia da vacina comercial. A taxa de 
sobrevivência dos camundongos BALB/c vacinados com a vacina comercial foi de 
100% em ambos os grupos vacinados. Por outro lado, os animais do grupo controle, 
que receberam uma solução de PBS, não sobreviveram ao desafio quando 
acompanhados por 72 h.  

Apesar do crescente apelo pela redução de estudos in vivo, os modelos 
animais ainda são os mais confiáveis para avaliar a resposta imunológica protetora 
(ZIECH et al., 2019). Os testes de desafio letal em cobaios e os ensaios de 



 

 

soroneutralização em camundongos com cepas patogênicas de Clostridium spp. 
são amplamente utilizados nos testes oficiais do MAPA para avaliar a qualidade e 
a eficácia das vacinas comerciais que contêm antígenos de C. botulinum, C. tetani, 
C. perfringens e C. chauvoei produzidas no Brasil (BRASIL, 1997). 

O uso de camundongos como alternativa aos cobaios é fundamentado em 
aspectos éticos, maior disponibilidade de linhagens nos biotérios e menor custo 
devido à alta taxa reprodutiva, pequeno porte e facilidade no manejo e manutenção 
dos animais (RÊGO et al. 2019). 

 
4. CONCLUSÕES 

 
Com base nos resultados obtidos, foi possível estabelecer a diluição de 

1:5.000 da suspensão de esporos de C. chauvoei como a dose mínima letal (DML) 
para camundongos BALB/c, permitindo a realização dos testes de potência. O 
experimento de vacinação demonstrou que a vacina comercial multivalente contra 
clostridioses foi eficaz na proteção dos animais, com 100% de sobrevivência nos 
grupos desafiados com 1 DL100 e 5 DL100 da suspensão de esporos. Esses 
resultados reforçam a capacidade da vacina de induzir imunoproteção e a 
importância do uso de modelos animais para avaliação de eficácia vacinal, apesar 
das discussões sobre a redução do uso de estudos in vivo. A metodologia 
estabelecida contribui para a validação de vacinas contra clostridioses e pode ser 
aplicada em futuros estudos para o desenvolvimento de imunobiológicos mais 
seguros e eficazes. 
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