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RESUMO.-  No presente estudo pretendeu-se verificar a sensibi-
lidade toxicológica e especificidade do Teste de Microfixação de
Complemento (MCF) na detecção de toxinas botulínicas C e D no
sobrenadante de cultivos bacterianos e em fígados de camun-
dongos inoculados com doses letais e subletais. As toxinas fo-
ram produzidas em meio de cultura Hemoline, tituladas através
da determinação da DL50 pelo Bioensaio em Camundongo e dilu-
ídas nas concentrações de 10, 1, 0,1, 0,01 e 0,001 DL50. Desta
forma, foram utilizadas em dois modelos experimentais, onde
foi determinada a sensibilidade toxicológica do MCF no
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sobrenadante do meio de cultura com as diluições descritas aci-
ma e ainda  em extratos hepáticos de camundongos com peso
corporal de 20g, inoculados com as mesmas diluições. A tentati-
va de evidenciação das to-xinas botulínicas nos extratos hepáti-
cos de camundongos foi realizada através da sua extração após
a morte pela administração das doses letais e ainda pelo sacrifí-
cio dos animais inoculados com doses subletais, em intervalos
de 5 dias. Os resultados evidenciaram uma sensibilidade
toxicológica para o MCF de 100% para os dois tipos de toxinas ao
nível de 0,01 DL50, quando testados os sobrenadantes de meio
de cultura, portanto 100 vezes superior ao Bioensaio em Ca-
mundongo. A sensibilidade toxicológica do MCF, quando exami-
nados extratos hepáticos de camundongos inoculados com 1 e
10 DL50 de toxinas botulínicas C e D, foi inferior, com valores de
100, 80, 89 e 72%, respectivamente. Pelo teste foi possível detec-
tar toxinas botulínicas tipos C e D nos extratos hepáticos de
camundongos inoculados com doses subletais até 15 dias após
a sua inoculação. A especificidade do MCF foi de 88 e 92%, quan-
do testados extratos hepáticos de camundongos sadios, e con-
frontados com as antitoxinas C e D; e 100% no sobrenadante do
meio de cultura. Os resultados apontam para uma possível utili-
zação do teste como importante instrumento de pesquisa e ain-
da na eventual substituição dos testes in vivo pelas suas implica-
ções éticas e limitações práticas.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Toxinas botulínicas, microfixação de com-
plemento, sensibilidade, especificidade, camundongo.

 INTRODUÇÃO
O botulismo é uma neuroparalisia causada pela ação de toxinas
de natureza protéica produzidas por Clostridium botulinum, aco-
metendo não sòmente os seres humanos, como também várias
outras espécies de mamíferos, aves e peixes (Seifert & Böhnel
1994). As toxinas C e D são consideradas responsáveis pela into-
xicação em bovinos e ovinos em diversos países (Thomas 1991,
Döbereiner et al. 1992, Coetzer et al. 1994). O Bioensaio em
Camundongo, seguido da soroneutralização com antitoxinas
padrões homólogas, é internacionalmente aceito para a titulação
e tipificação das toxinas botulínicas (Smith 1977). A baixa sensi-
bilidade do teste em camundongo, associada às questões éticas
da experimentação com animais, faz com que novas alternativas
sejam verificadas no sentido de se otimizar o diagnóstico da
intoxicação. Diversas tentativas neste sentido tem sido realiza-
das (Takahachi et al. 1990). Weiss & Weiss (1988) desenvolveram
o Teste de Microfixação de Complemento (MCF) e verificaram
preliminarmente a sua superioridade quando comparado ao
Bioensaio em Camundongo. Dutra et al. (1993) utilizaram o MCF
no diagnóstico do botulismo em bovinos no Brasil e ressaltaram
a importância da verificação da sua sensibilidade e especificidade
tanto toxicológica quanto epidemiológica.

 O presente trabalho pretendeu verificar a sensibilidade
toxicológica do MCF, utilizando-se como base diferentes dilui-
ções de toxinas botulínicas C e D, obtidas em cultivo bacteriano,
e em extratos hepáticos de camundongos inoculados experi-
mentalmente. Da mesma maneira, verificou a sua especificidade
utilizando-se de amostras de fígado de camundongos sadios e
sobrenadante proveniente de meio de cultura não inoculado.

  MATERIAL E MÉTODOS
Amostras de Clostridium botulinum  tipos C e  D

Foram utilizadas amostras de  Clostridium botulinum  produtoras
de toxinas dos tipos C e D, liofilizadas e mantidas na bacterioteca do
Laboratório de Enfermidades Infecciosas dos Animais, Departamento
de Apoio, Produção e Saúde Animal da Unesp-Campus de Araçatuba,
São Paulo. Estas amostras foram tipificadas pelo Instituto Pasteur,
Paris, França e gentilmente cedidas pelo Dr. Hans-Erich Weiss, do
Instituto de Diagnóstico de Heidelberg, República Federal da
Alemanha.

Cultivo para obtenção das toxinas botulínicas tipos  C e D
As amostras liofilizadas de Clostridium botulinum C e D foram

suspendidas em uma solução de 0,9% de NaCl, estéril e inoculadas
em meio de cultura líquido  �Hemoline�5. Após 7 dias de incubação a
35ºC, os sobrenadantes das culturas foram centrifugados, filtrados
em Millipore (0,22 mm) e testados preliminarmente, em diluições de
1:10 e 1:100, quanto à sua toxidez.  Para tal finalidade foram
inoculados camundongos com peso corporal em torno de 20g; foi
considerada amostra de boa toxidez aquela  capaz de matar
camundongos entre 16-20 horas, quando inoculadas na quantidade
de 0,5 ml via intraperitoneal. Os preparados tóxicos foram mantidos
sob refrigeração (-4ºC) até a sua utilização. A confirmação da
tipificação das toxinas utilizadas foi realizada pela soroneutralização
com descrito por Smith (1977).

Determinação da DL50 em camundongo
A titulação da toxicidade dos preparados obtidos dos cultivos das

amostras de C. botulinum C e D foi realizada pela inoculação via
intraperitoneal de 0,5 ml, utilizando-se de diluições decimais a partir
dos preparados originais, em camundongos brancos suiços com peso
corporal de 20g  e com período de observação  de 96 h . Para cada
diluição foram inoculados 5 camundongos. A  DL50 foi determinada
pela correlação entre a quantidade de toxina e a taxa entre mortos
(50%)/sobreviventes, de acordo com o método de Reed & Muench
(1938).

Antitoxinas botulínicas  C  e  D
As antitoxinas botulínicas C e D padrão internacional foram obtidas

junto ao �Statens Seruminstitut�, Copenhagen, Dinamarca, e diluidas
conforme o seu propósito: em tampão gelatina-fosfato, pH 6,6, quando
utilizada para a soroneutralização em camundongo, ou tampão
Veronal, quando empregada no teste de fixação de complemento. As
antitoxinas C e D foram reconstituídas na concentração de 1 UI por
0,1 ml, conforme Weiss & Weiss (1988). Até a sua utilização, foram
armazenadas sob refrigeração (-4ºC) em alíquotas. Para uso no Teste
de Fixação de Complemento, após diluição 1:5 em Tampão Veronal
pronto para uso foi realizada a inativação do complemento por 30
min a 56ºC em Banho-Maria.

Preparo dos antígenos para verificação da sensibilidade e
especif icidade

A partir dos filtrados dos cultivos. Após a titulação dos
preparados de toxinas, calculados em DL50, os antígenos C e D fo-
ram diluídos de maneira a se obter as concentrações de 10 DL50, 1
DL50, 0,1 DL50, 0,01 DL50 e  0,001 DL50 em 25 ml de Tampão Veronal ou
0,5 ml em Tampão fosfato glicerinado. Desta forma, foram
considerados como antígenos pronto para uso e empregados para a

5Laboratório Becton-Dickinson, Heidelberg, República Federal da Alema-
nha.
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verificação da sensibilidade toxicológica no teste de microfixação de
complemento ou para a inoculação em grupos de camundongos,
respectivamente. Para a verificação da especificidade, dentro do
modelo experimental empregado, foi utilizado meio de cultura não
inoculado, mas processado nas mesmas condições que os inoculados.
As mesmas diluições foram realizadas, tal como para a obtenção das
concentrações de toxinas estabelecidas  anteriormente. Como controle
negativo tanto para a determinação da sensibilidade como da
especificidade foram utilizados os preparados como descrito para a
especifidade.

A partir do fígado de camundongo. Camundongos com
peso corporal de aproximadamente 20 g foram inoculados via intra-
peritoneal com preparados das toxinas botulínicas C e D, nas con-
centrações de 10 DL50, 1 DL50, 0,1 DL50, 0,01 DL50 e 0,001 DL50/ 0,5 ml.
Foram inoculados grupos constituidos por 25 camundongos para cada
diluição e tipo de toxina. Dos que morreram no período de observação
de 96h, foram retirados os fígados para a tentativa de extração de
toxina. Os camundongos sobreviventes foram sacrificados em períodos
distintos, com  a mesma finalidade. A obtenção dos antígenos para
uso no Teste de Microfixação de Complemento foi realizada pela
maceração das amostras de fígado em cadinho. Para facilitar a
homogeneização  foi utilizada uma solução de Tampão Veronal, na
proporção de 1:2. Os macerados foram mantidos por 24 h sob
refrigeração (4-8ºC), para possibilitar a extração de eventual toxina
botulínica, segundo procedimento recomendado por  Seifert & Böhnel
(1994). Após duas  centrifugações (3000 g ), sob refrigeração (4ºC) por
20 minutos, os mesmos foram levados a Banho-Maria (56ºC) por  30
minutos para inativação do complemento, seguindo-se à filtração em
filtro Millipore (45 mm). Após estes procedimentos, os materiais
foram considerados antígenos pronto para uso no teste. Quando não
processados imediatamente, os mesmos foram submetidos
novamente à inativação do complemento, centrifugação e filtração.
Para a verificação da especificidade em amostras de fígado, foram
utilizados 50 camundongos sadios, com as mesmas características
dos descritos acima, e inoculados com sobrenadante do meio de
cultura diluido e estéril.  Para a  obtenção das amostras de fígado os
camundongos foram sacrificados 96 horas após a inoculação do
sobrenadante. Os mesmos procedimentos relacionados quando da
eventual extração de toxina botulínica foram observados. Os materiais
foram confrontados com as Antitoxinas C e D no MCF. Como controle
negativo foram utilizados fígados de camundongos sadios.

Teste de Fixação de Complemento em Microplacas
Foram observados os procedimentos descritos por Weiss & Weiss

(1988) foram observados.

Determinação da sensibilidade e especificidade
A sensibilidade toxicológica do MCF foi determinada com base

em dois modelos experimentais: um em que a tentativa de detecção
das toxinas tipos C e D foi realizada em sobrenadante de meio de
cultura, com concentrações previamente conhecidas, e outro onde a
tentativa foi realizada em amostras de fígado de camundongos
experimentalmente inoculados. Os critérios observados foram os
estabelecidos por Martin et al. (1988), sendo os resultados expressos
em percentagem. A especificidade da MCF foi realizada com base no
modelo experimental proposto, ou seja examinando-se sobrenadante
estéril do meio de cultura, processado nas mesmas condições que
para a determinação da sensibilidade e em extrato hepático de
camundongos sadios, observando-se também os critérios enunciados
por Martin et al. (1988).

 RESULTADOS
Os resultados do cálculo da DL50 para as toxinas produzidas
pelas amostras de Clostridium botulinum utilizadas no presente
trabalho foram de 8,0 x 104 DL50/ml para o tipo C e 4,0 x 104

DL50/ml para o tipo D. Através do teste de neutralização com as
antitoxinas homólogas pode-se confirmar a identificação previ-
amente estabelecida.

Os resultados contidos no Quadro 1 evidenciam a sensibili-
dade toxicológica do Teste de Microfixação de Complemento
(MCF), quando examinadas as toxinas C e D obtidas através do
cultivo bacteriano e diluídas na razão decimal. Pode-se verificar
que a sensibilidade foi de 100% para os dois tipos de toxinas ao
nível de 0,01 DL50, portanto 100 vezes superior ao nível mínimo
detectado pelo Bioensaio em Camundongo.

O Quadro 2 mostra a sensibilidade toxicológica do MCF quan-
do da análise de amostras de fígado de camundongos inocula-
dos com toxina tipo C e mortos dentro de um período de 96 h ou
sacrificados em intervalos regulares para a tentativa de
evidenciação de toxina botulínica em intervalos de tempo distin-

tos. Quando inoculados com 10 DL50, todos 25 camundongos
morreram dentro do período, sendo que 80% apresentaram re-
ação considerada positiva no teste. Dos animais inoculados com
1 DL50, dez morreram no período de observação de 96 h e fo-

Quadro 1. Sensibilidade toxicológica do Teste de Microfixação de
Complemento, quando utilizadas as toxinas botulínicas tipos C e
D obtidas pelo cultivo bacteriano e testadas com as antitoxinas

homólogas

DL50 Nº amostras Tipo C Tipo D
examinadas Positivo % Positivo %

para cada tipo

10 5 5 100 5 100
1 5 5 100 5 100

0,1 5 5 100 5 100
0,01 5 5 100 5 100
0,001 5 0 0 0 0

Quadro 2. Sensibilidade toxicológica do Teste de Microfixação de
Complemento quando examinadas amostras de fígado de camun-

dongos inoculados com toxina botulínica tipo C e testadas com
antitoxina homóloga

DL50 Nº camundongos Nº camundongos % total de
mortos até 96 h/ % sacrificados/ nº  positivos

nº positivos na MCF positivos na MCF na MCF

5a 10 15 20 25

10 25/20 80 - - - - - 80
1 10/10 100 2/2 2/2 3/1 4/0 4/0 60

0,1 - - 5/5 5/2 5/0 5/0 5/0 28
0,01 - - 5/5 5/0 5/0 5/0 5/0 20
0,001 - - 5/0 5/0 5/0 5/0 5/0 0

a Número de dias em que os camundongos foram sacrificados, após a
inoculação.
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ram positivos no MCF. A sensibilidade para este limiar de toxina
inoculada foi de 100%, quando desconsiderado os outros 50%
que foram sacrificados posteriormente. Foi possível detectar
toxina botulínica tipo C pelo MCF em um dos camundongos
sacrificados, até 15 dias após a inoculação. Os grupos inocula-
dos com toxina abaixo da DL50 não apresentaram reatividade no
MCF após 10 dias da inoculação. No grupo de camundongos
inoculados com 0,01 DL50, e que não apresentaram sintomas de
botulismo ou morreram, foi detectada toxina tipo C no fígado 5
dias após a inoculação, desaparecendo qualquer reação positi-
va no MCF após este período.  A percentagem total de positivos
no Teste, quando calculados globalmente dentro do modelo de
estudo proposto e para as diluições decimais decrescentes de
toxina tipo C inoculadas, foram de 80, 60, 28 e 20%, respectiva-
mente. As amostras de fígado de camundongos inoculados com
0,001 DL50 foram todas negativas no MCF.

Na determinação da sensibilidade toxicológica, através da
análise de amostras de fígado de camundongos inoculados com
toxina tipo D, os resultados também apresentaram uma certa
linearidade, conforme demonstra o Quadro 3. Desta forma, a
sensibilidade foi de 72 e 89% para as amostras de fígado corres-
pondentes às concentrações de 10 e 1 DL50, respectivamente.
Até 15 dias após terem sobrevivido à inoculação de 1 DL50, dois
dos três camundongos examinados apresentaram reação positi-
va no MCF. Da mesma forma, foi possível detectar toxina botulínica
tipo D no fígado de camundongos inoculados  até com  a dilui-
ção de 0,01 DL50, 5 dias após o início do experimento. Os resul-

dos foram de 88 e 92%, testados frente às antitoxinas C e D,
respectivamente.

DISCUSSÃO
No modelo experimental utilizado para quantificar a sensibilida-
de toxicológica do Teste de Microfixação de Complemento (MCF),
utilizando-se de toxinas botulínicas C e D produzidas em meio de
cultura ¨Hemoline¨ e diluídas na razão decimal da DL50 , de
maneira a conterem quantidades decrescentes de toxinas, os
resultados contidos no Quadro 1 revelaram uma sensibilidade
de 100% até o nível de diluição de 0,01 DL50. Isto posto, e consi-
derando o modelo experimental empregado, pode-se concluir
que a sensibilidade toxicológica do MCF  foi  pelo menos 100
vezes superior ao Bioensaio em Camundongo, quando testadas
as toxinas C e D frente às antitoxinas homólogas. A superiorida-
de do teste foi descrita inicialmente por Weiss & Weiss (1988),
quando verificaram em estudos preliminares através da
inoculação de toxina botulínica tipo C em coelho e camundongo
e cálculos indiretos, uma superioridade de 40 vezes do MCF
quando comparado com o Bioensaio.

A verificação da eficácia do teste na detecção de toxinas
botulínicas C e D, quando inoculadas previamente em camun-
dongos e utilizando-se da tentativa de evidenciação das toxinas
nos seus fígados em períodos distintos, revelaram alguns dados
importantes. Segundo Seifert & Böhnel (1994), o fígado de ani-
mais intoxicados naturalmente pode apresentar níveis de toxina
ainda detectáveis pelo Bioensaio após a sua morte, constatação
esta também efetuada por Dutra et al. (1993) através da utiliza-
ção do MCF.  No modelo experimental empregado para verificar
a eficácia do teste e ao mesmo tempo a dinâmica na detecção
das toxinas C e D após a inoculação em camundongos, os resul-
tados demonstraram que as sensibilidades foram de 80 e 72%,
quando examinadas amostras de fígado dos grupos de animais
que receberam 10 DL50 e de 100 e 89% para os grupos que
foram inoculados com 1 DL50, respectivamente (Quadros 2 e 3).
Os animais sobreviventes que receberam 1 DL50 e ainda os gru-
pos inoculados com doses subletais das toxinas foram sacrifica-
dos em períodos distintos para se verificar até quando e em que
níveis permanecem detectáveis as toxinas C e D no fígado de
camundongos quando se utiliza o MCF. Os resultados apresenta-
dos no Quadro 2 demonstraram que foi possível detectar toxina
botulínica tipo C no fígado de todos camundongos sacrificados
aos 5 e 10 dias e ainda em 1 material, de 3 inoculados, após 15
dias do início dos trabalhos e inoculados com 1 DL50. Os fígados

tados percentuais globais, calculados para as diluições decres-
centes utilizadas foram de 72, 68, 32, 20 e 0%, respectivamente,
quando consideradas também as concentrações abaixo da DL50
e as amostras de fígado dos camundongos sobreviventes e exa-
minados até 25 dias após a inoculação.

O Quadro 4 mostra a especificidade do MCF quando consi-
derados para efeito de análise o extrato hepático de camundon-
gos sadios inoculados com placebo e o sobrenadante do meio
de cultura. Os resultados apontam uma especificidade de 100%
quando examinados o sobrenadante do meio de cultura não
inoculado e testados frente às antitoxinas C e D. Quando exami-
nados os extratos hepáticos de camundongos os valores obti-

Quadro 3.  Sensibilidade toxicológica do Teste de Microfixação de
Complemento, quando examinadas amostras de fígado de

camundongos inoculados com toxina botulínica tipo D e testada
com antitoxina homóloga

DL50 Nº camundongos Nº Camundongos % total de
mortos até 96 h/ sacrificados positivos

nº positivos na MCF %/ nº positivos na MCF na MCF

5a 10 15 20 25

10 25/18 72 - - - - - 72
1 9/8 89 4/4 3/3 3/2 3/0 3/0 68

0,1 - - 5/5 5/4 5/0 5/0 5/0 32
0,01 - - 5/5 5/0 5/0 5/0 5/0 20
0,001 - - 5/0 5/0 5/0 5/0 5/0 0

a Número de dias em que os comundongos foram sacrificados, após a
inoculação.

Quadro 4. Especificidade do Teste de Microfixação de Complemen-
to, quando testado o extrato hepático de camundongos sadios
inoculados com placebo e sobrenadante de meio de cultura,

examinados frente às antitoxinas botulínicas C e D

Antitoxinas Nº de amostrasa Especificidade (%)

Sobrenadante Extrato hepático

C 25 100 88
D 25 100 92

a Número de amostras examinadas, correspondentes às  5 diluições, com 5
amostras cada.
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provenientes de camundongos inoculados com doses subletais
de 0,1 e 0,01 DL50 apresentaram reações positivas ao teste até
10 e 5 dias, respectivamente. Não foi detectada toxina nos ca-
mundongos inoculados com 0,001 DL50.

Resultados semelhantes foram observados quando da tenta-
tiva de detecção de toxina botulínica tipo D. Aos 5, 10 e 15 dias
após a inoculação dos camundongos com 1 DL50, ainda foi pos-
sível detectar toxina nos seus extratos hepáticos. Quando inocu-
lados com 0,1 e 0,01 DL50 os resultados positivos foram obser-
vados ainda aos 10 e 5 dias, respectivamente. No grupo inocula-
do com a dose mínima utilizada não foi detectada toxina
botulínica pelo MCF (Quadro 3). Quando comparados os resulta-
dos da detecção das toxinas C e D pelo MCF no extrato hepático
de camundongos e no sobrenadante do meio de cultura, obser-
va-se uma aparente uniformidade.

É importante ressaltar, no entanto, a variação nos resultados
apresentados, principalmente quando da tentativa de detecção
das toxinas botulínicas C e D nas amostras de fígado dos camun-
dongos inoculados com doses letais e subletais. Os melhores
índices foram obtidos quando testados extratos hepáticos de
camundongos inoculados com 1 DL50, ou seja, 100% para a toxi-
na tipo C (Quadro 2) e 89% para o tipo D (Quadro 3). As amostras
dos animais inoculados com 10 DL50, apresentaram resultados
inferiores. Isto poderia ser atribuído às características da Fixa-
ção de Complemento quando na presença de grandes quantida-
des de antígenos ou anticorpos. No entanto, os resultados do
Quadro 1 não corroboram este raciocínio, uma vez que as amos-
tras de sobrenadante continham proporcionalmente maiores
quantidades de toxina embora utilizadas nas mesmas diluições.
Com grande probabilidade a toxina inoculada se distribuiu nos
20 g de peso corporal dos animais da mesma forma que parcial-
mente agiu na musculatura esquelética provocando a morte dos
camundongos. Uma vez tendo agido na sinápse neuromuscular
a toxina perde o seu efeito biológico (Seifert & Böhnel 1994). Os
sobrenadantes continham portanto as mesmas diluições em 25
ml, com toda toxina ativa biologicamente. Portanto, observa-
ram-se variações na sensibilidade toxicológica do MCF, quando
utilizado o modelo experimental em camundongo, que perma-
necem obscuras. Da mesma forma, foi observada uma excelente
especificidade do MCF (100%) quando testados os sobrenadantes
do meio de cultura, e valores inferiores (88 e 92% frente às
antitoxinas C e D, respectivamente) quando testados os extratos
hepáticos de camundongos inoculados com placebo (Quadro
4).

De relevância e interesse prático apresentam-se também im-
portantes os resultados obtidos sobre a persistência das toxinas
C e D em níveis detectáveis pelo MCF no fígado de camundongos
inoculados com doses sub-letais de toxinas (Quadros 2 e 3). Dutra
& Döbereiner  (1996) detectaram toxina botulínica tipo C no
fígado de bovinos clinicamente sadios e abatidos em matadou-
ro, após sobreviverem a um surto da intoxicação. Com base
nestes resultados, constatou-se que  eventualmente podem ser
encontradas toxinas botulínicas C e D no fígado de animais que
receberam a DL50 e sobreviveram e ainda naqueles que recebe-
ram doses subletais

Inexistem estudos sistemáticos sobre a dinâmica da toxina
botulínica quando inoculada em níveis subletais em animais,

mesmo porque o teste in vitro anteriormente considerado mais
próximo em nível de sensibilidade do Bioensaio em Camundon-
go, que detecta 1 DL50, era o ELISA (Shone et al. 1986), com
capacidade 9 vezes inferior. Desta forma, os resultados apresen-
tados são inéditos e apontam para uma possível utilização do
teste não somente como importante instrumento na pesquisa
sobre as toxinas botulínicas C e D, mas na eventual substituição
do Bioensaio e Neutralização em Camundongo; além de exigir
pelo menos 6-7 dias para  a sua realização estes testes deman-
dam um enorme número de camundongos, tendo portanto im-
plicações éticas além das suas limitações práticas.

CONCLUSÕES
Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, pode-
se concluir que:

A sensibilidade toxicológica do MCF, quando utilizadas toxi-
nas botulínicas tipos C e D produzidas em meio de cultura e
testadas com antitoxinas homólogas, foi  pelo menos 100 vezes
superior ao nível mínimo de detecção do Bioensaio em Camun-
dongo.

A sensibilidade toxicológica do MCF, quando examinados
extratos hepáticos de camungondos inoculados com 1 e 10 DL50
de toxinas botulínicas C e D, foram inferiores ao modelo experi-
mental anterior, registrando-se valores de 100, 80, 89 e 72%,
respectivamente.

Foi possível detectar pelo MCF toxinas botulínicas tipos C e D
nos extratos hepáticos de camundongos inoculados com 1 DL50
e sobreviventes, até 15 dias após a inoculação.

Até 10 dias após a inoculação foi possível detectar toxinas
botulínicas tipos C e D pelo MCF nos extratos hepáticos de ca-
mundongos inoculados com doses subletais.

Até 5 dias após a inoculação foi possível detectar toxinas
botulínicas tipos C e D pelo MCF nos extratos hepáticos de ca-
mundongos inoculados com dose subletal de 0,001 DL50.

A especificidade do MCF foi inferior quando testados extra-
tos hepáticos de camundongos sadios (88 e 92% quando con-
frontados com as antitoxinas C e D, respectivamente), e compa-
rada com os resultados obtidos pela utilização do teste no
sobrenadante do meio de cultura (100% frente às duas
antitoxinas).
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