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RESUMO: As toxinas produzidas pelas cepas de 5. aureus Wood n® 3,
C24n° 6eC24n® 7, desenvolvidas conforme a técnica descrita, pro-
duziram anatoxinas que, submetidas a purificacdo e concentracdo com
solucdo a 33% de sulfato de amonio, permitiram a obtencdo de vaci-
nas com elevada atividade imunogénica e baixos teores de impurezas.

UNITERMOS: S. aureus, toxinas, anatoxinas purificadas.

INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus, responsavel por varios processos supurativos hu-
manos, superficiais ou profundos e, estes, as vezes, de carater grave @ mesmo
mortais, tem sido estudado por varios pesquisadores desde 1928, quando 12 de
21 criancas apo6s terem sido injetadas com toxodide diftérico morreram em menos
de 24 horas. Verificou-se que aquela mistura estava contaminada com S. aureus
toxigénico (1). Este fato estimulou novas pesquisas de carater antigénico e toxi-
génico do filtrado de culturas de S. aureus, e Dolman (2,3,4) demonstrou o valor
do toxodide estafilococico na terapia e profilaxia de infeccées estafilocdcicas. Glads-
tone e Glencross (5) verificaram que cepas selecionadas de S. aureus, em condi-
cBes adequadas de cultivo, produzem a alfatoxina letal e fatores dermone-
crotizantes e tetanizantes. Baseados nestes conhecimentos, os autores, no pre-
sente trabalho, demonstram a técnica de preparacao e controle da Anatoxina Es-
tafilococica purificada, ainda utilizada no tratamento e prevencéo de infeccdes
estafilocdcicas humanas, especialmente aquelas superficiais recidivantes.
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MATERIAL E METODO

1 — Cepas estudadas

— Wood n? 3,C24n? 6, e C24 n? 7, cedidas pela Secdo de BCG do Instituto
Butantan

2 — Caracteristicas das cepas estudadas

2.1 — Verificacdo da pureza por semeadura em:

211 — Caldo glicosado 1% (9), incubados a 37°C durante 24 horas e exame
microscopico de laminas coradas pelo meétodo de Gram

2.1.2 — Placa de &gar sangue, incubada a 37°C durante 24 horas e exame
microscopico das colénias de halo de hemadlise.

2.2 — Selecdo das coldnias:

2.2.1 — Por semeadura em agar simples (9), as coldnias adequadas devem
apresentar, apds 24 horas a 37°C: superficie convexa e lisa, com 1 a 3mm de
didmetro, bordas circulares e opacas.

2.2.2 — Pigmentacédo: colénias de S. aureus patogénico em agar simples, apos
24 a 48h a temperatura ambiente desenvolvem pigmento amarelo mais ou me-
nos intenso, ao passo que os estafilocdcicos saprdéfitas formam coldnias brancas.

2.2.3 — Atividade hemolitica: amostras semeadas em agar simples adiciona-
do de 5 a 10% de sangue de carneiro, incubados a 37°C durante 24 horas, fre-
quentemente determinam halo de hemdlise de aproximadamente 10 a 30mm.

2.2.4 — |dentificacdo perfunctoria das cepas patogénicas: por semeadura em
meio de Chapman-Stone (10) e incubacdo a 37°C, durante 24 a 48 horas, as
cepas patogenicas produzem pigmento amarelo, fermentam a manita e hidroli-
sam a gelatina.

3 — Obtencdo de alfatoxina e fatores..

Cada uma das amostras, apos 24 horas de cultivo em caldo glicosado a 37°C,
foi semeada em Caldo Martin (9) e Caldo soja (9) pela deposicdo de 8-10ml de
inGculo em 180ml dos meios. O material for iIncubado durante sete dias a 37°C
em estufa apropriada com 20% de dioxido de carbono (CO,).

3.1 — Provas

3.1.1 — Pureza: exame microscopico de laminas coradas pelo Gram deve apre-
sentar: cocos gram positivos com cerca de lum de didmetro, dispostos isolada-
mente, aos pares ou, menos frequentemente, em cadeias.

3.1.2 — Titulacdo da toxina: uma aliquota de bml foi centrifugada durante 30
minutos a 3.000 rpm em centrifuga refrigerada 4°C. O pH sobrenadante foi cor-
rigido a 6,8 — 7,0 com solucdo de HCI e filtrado em série (pré-filtro AP15 mem-
branas inertes de 0,45 e 0,22um), e testada como segue:

3.1.2.1 — Determinacao da Dose Minima Hemaolitica: (DMH) (7,11). O material
foi diluido em série em salina tamponada pH 7.2, na faixa de 1:500 a 1:8.546.
Em cada tubo era colocado 1ml de cada diluicdo e adicionado 0,1ml de hemacias
de coelho, a 10% (lavadas trés vezes em salina tamponada)l. Os tubos, apos 60
minutos em banho-maria a 37°C, foram centrifugados a 1.500 rpm por 15 minu-
tos a temperatura ambiente,

Os resultados foram obtidos por leitura comparativa do centrifugado com uma
escala padrdo de Hemolise. Foi considerada como a DMH o volume de toxina
indutor de 50% de hemdlise.

3.1.2.2 — Determinacdo do limite hemolitico (LH): Os resultados foram obti-
dos pela aplicacdo do método padronizado pelo NHI (11) e o soro padrio utiliza-
do, proveniente do International Lab. of Biol. Statens Seruminstitut — Copenhagen.
O LH devera ser igual ou menor do que 0,075ml.

4 — Preparacdo da Anatoxina
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41 — Centrifugacdo e filtracdo da toxina: Os contelidos de garrafas que se
apresentaram puras foram misturados, centrifugados a 3.000 rpm a 4°C por 30
minutos. O pH do sobrenadante foi corrigido a 6,8 — 7,0, comn solucdo de Acido
Cloridrico 20% e o matenal filtrado em pré-filtro AP15 membranas inertes, em
série, de 0,45 e 0,22um.

4.2 — Detoxificacdo: obtida pela acdo de 0,5% de formalina a 37°C durante 30
dias, com agitacdo pernadica.
4.3 — Provas

4.3.1 — loxicidade especifica

a) Teste dermonecrotico: Coelhos albinos de dois quilos, inoculados seja por
via intradermica com 0,2ml de material ou com 2,0ml por via subcutanea nao
devem apresentar necrose durante os quinze dias de observacao.

b) Teste de letalidade: Coelhos albinos de dois quilos, inoculados por via veno-
sa com 3,0ml de material/kg devem sobreviver, sem apresentar sintomas, duran-
te um periodo de quinze dias de observacéo.

c) Teste de inocuidade em cobaios: Trés cobaios de 200 a 400g de peso, ino-
culados com bml do material por via subcutanea (regido abdominal) devem so-
breviver, sem apresentar sintomas, durante um periodo de quinze dias de
observacao.

4.3.2 — Capacidade combinatdria
Determinacdo da dose combinante “'Line binding”’ (L.B.) (7,11). O matenial foi dis-
tribuido em tubos contendo 1Ul de soro padrdo, em volumes crescentes de ana-
toxina e completado o volume a 2,0ml com solucdo salina tamponada pH 7.2.
Aos tubos, apés 20 minutos em banho-maria a 37°C, foi adicionada toxina pa-
drdo contendo 1 limite hemolitico e incubados a 37°C em banho-maria por mais
20 minutos g, finalmente, adicionado 0,1ml de uma suspensdo a 10% de hema-
cias de coelho. Os tubos incubados em banho-maria 37°C por uma hora foram
centrifugados a 1.500 rpm por 15 minutos & temperatura ambiente. Os resulta-
dos foram obtidos por leitura comparativa do centrifugado com a escala padrdo
de hemaolise. Foi considerada como a dose combinante (LB) o volume da anatoxi-
na que induziu a tracos de hemdlise.

h — Preparacdo da Anatoxina Purificada

A concentracdo da anatoxina foi inicialmente realizada pelo processo de ultra-
filtracdo molecular (12) em membrana de 10.000 d. Obtida concentracdo de 5
vezes o produto foi submetido & precipitacdo seletiva a temperatura ambiente com
33% plv de sulfato de amonio. Apds a precipitacdo o pH foi acertado para 7,0
com uma solucdo de hidréxido de s6dio 40% e a mistura mantida em repouso
a 4°C por uma noite.

O material foi centrifugado a 3.000 rpm por 30 minutos & temperatura de 4°C,
e o precipitado ressuspenso em dgua destilada a 1/16 do volume inicial.

Apds dessalinizacdo por ultrafiltracdo molecular, o produto foi novamente con-
centrado a 1/16 do volume inicial, isotonizado a 0,85% de NaCl, o pH reajustado
para 6,0-7,0 com hidréxido de sddio ou acido cloridrico 40% e adicionado de
Timerosal, a 1/10.000, como preservativo.

O produto assim preparado foi esterilizado por passagem em membranas iner-
tes, constando de um pré-filtro AP15 e de 0,45 e 0,22um e conservado a 4°C.
5.1 — Provas efetuadas apés purificacdo

5.1.1 Inocuidade (3)

Foram realizados os mesmos testes citados nos itens 4.3.1 e 4.3.2

5.1.2 — Esterilidade (3). Em meio de Tioglicolato Brewer e Caseina soja por

semeadura de 3ml do produto em 100ml do meio.
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5.1.3 — Atividade Imunogénica (7). Oito coelhos albinos pesando de 2 a 3 quilos
foram inoculados por via intramuscular como segue:

Iml, 2ml e 3ml com intervalo de 7 dias. No 72 dia apds a ultima dose foram
extraidos 2ml de sangue, da veia da orelha. Volumes iguais dos respectivos soros
foram misturados e o "'pool”’ titulado pelo método hemolitico.

O titulo foi considerado satisfatério quando apresentava no minimo 3 unidades
superiores ao titulo inicial, determinado por L.B.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Para a obtencédo de anatoxina estafilocdcica purificada, com atividade imuno-
génica adequada a aplicacdo humana com fins curativos ou profilaticos é impres-
cindivel a utilizacdo de cepas selecionadas de S. aureus produtoras de exotoxinas.
Os autores verificaram que as amostras Wood n® 3, C24 n° 6 e C24 n®° 7 culti-
vadas em Caldo Martin e Caldo Soja, sob 20% de tensdo de didxido de carbono,
apresentaram bons resultados.

As anatoxinas assim preparadas podem ser purificadas e concentradas por pre-
cipitagdo com solucdo a 33% de sulfato de amoénio, visando, além da concentra-
cdo de atividade imunogénica, a reducéo de efeitos indesejaveis no homem devidos
a fenomenos de hipersensibilidade individual. Na rotina produtiva, rendimentos
mais elevados foram conseguidos pelo tratamento da anatoxina com 50% de sul-
fato de amonio.

ABSTRALCT:. The toxins produced by S. aureus, sample Wood n? 3, C24
n?® 6 and C24 n? 7 developed as described, produced anatoxins that,
submited to the purification and concentration with 33% of amonium
sulfate solution permited vaccines obtention with high immunogenic ac-
tivity degree and low impurity concentration.

KEYWORDS: S.aureus, toxins, purified anatoxins.
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INSTRUGOES AOS AUTORES

Somente serio aceitos trabalhos inéditos e que se destinem exclusivamente 2 revista. E proibida a reprodugio com

fins lucrativos. Os artigos de revisio serio publicados a convite da Comissao Editorial.

. Os trabalhos deverio ser redigidos em portugués, inglés ou francés, datilografados preferencialmente em mdquina elé-

trica, em espago duplo em 3 (trés) vias, em papel formato oficio ¢ numerados no ingulo superior direito.

. No preparo do original serid observada, sempre que possivel, a seguinte estrutura: Pagina de rosto: titulo do artigo,

nome(s) do(s) autor(es) e filiagio cientifica. Texto: introdugio, material e métodos, resultados, discussiao, conclusoes,

agradecimentos ¢ referéncia bibliografica. Material de referéncia: resumos (em portugués e inglés); unitermos (palavras

ou expressoes que identificam o contetido do artigo, devem ser incluidas até um limite miximo de trés, em portugucs

e inglés).

As referéncias bibliogrificas deverio ser ordenadas alfabeticamente ¢ numeradas.,

Exemplos:

Para livros: autor, titulo, edi¢ao, local de publicacgio, editor, ano, pdginas.

7. BIER, O. Microbiologia ¢ imunologia. 24. ed. Sio Paulo: Melhoramentos, 1985, 1234p.

Para artigos: autor, titulo do artigo, titulo do periddico, volume, pdgina inicial e final, ano.

8, MACHADO, J.C. & SILVEIRA F?, J.E. Obtencio experimental da pancreatite hemorrigica aguda no ¢io por veneno
escorpidnico. Mem. Inst. Butantan, v.40/41, p. 1-9, 1976/77.

As citacoes no texto devem ser por nimeros-indices correspondentes as respectivas referéncias bibliograficas.

Exemplos:

... método derivado de ::‘uil_‘nErIii['if:'.H;:"m de armadilha de Disney!

. 3
... segundo virios autores=’

. As ilustragoes (fotos, tabelas, grificos, etc) deverio ser originais ¢ acompanhadas de legendas explicativas. As legendas

serdo numeradas e reunidas em folha a parte. Os desenhos deverido ser a nanquim e as fotografias bem nitidas, trazendo
no verso o nome do autor e a indicacio numérica da ordem a ser obedecida no texto. As ilustragoes deverio ser organi-
zadas de modo a permitir sua reproducio dentro da mancha da revista (22x12,5cm).

Os artigos deverdo conter no maximo 6 (seis) ilustragoes (branco e preto). De cada trabalho serdo impressas 30 (trinta)
separatas, sendo 10 para a Biblioteca do Instituto e 20 para os autores.

Os textos originais nio serio devolvidos e os originais das ilustragoes estario 4 disposigio dos autores.

INSTRUCTIONS TO AUTHORS

. Manuscripts submitted to the Editorial Board should be unpublished text and should not be under consideration for

publication elsewhere. Reproduction for commercial purposes is not allowed. The Editorial Board will plan the publi-
cation of revision articles.

. The original and two copies of papers should be typewritten in Portuguese, English or French, double spaced, on typ-

ing paper (31 x 2lem). Pages should be numbered consecutively at the upper right corner.

. The following structure should be considered in the preparation of the manuscript: Title page: with article title, name

of author(s), professional address. Text: with introduction, material and methods, results, discussion, conclusions, ac-
knowledgments, references, abstracts (in Portuguese and English), and keywords. A maximal number of 03 keywords
should be included in Portuguese and English.

. References in alphabetical order should be numbered consecutively.

Examples:

Books

7. BIER, O. Microbiologia ¢ imunologia. 24, ed. Sio Paulo: Melhoramentos, 1985. 1234p.

Articles

8. MACHADO, J.C. & SILVEIRA F7,, J.E. Obtengio experimental da pancreatite hemorrigica aguda no cio por veneno
escorpionico. Mem. Inst. Butantan, v.40/41, p.1-9, 1976/77.

Citations in the text should be identified by the reference number

Examples:

... método derivado de siln[ﬁ}liﬁc:lqﬂﬂ de armadilha de Di:ane],r'

... segundo virios autores++4

. llustrations (photographs, tables, figures, etc.) should be the originals and legends should be submitted typewritten

on a separate sheet. Line-drawings should be with China ink and photographs must be of top quality. On the back
of each figure of photograph the name of the author(s) should be lightly written and the number indicating the se-
quence in the text. [llustrations should fit in a page measuring 22 x 12,5cm.

No more than 6 illustrations will be accepted and photographs should be black and white. Thirty reprints of each arti-
cle are provided without charge, and 10 will be kept at the library.

Submitted manuscripts will not be returned to the author(s) but the original illustrations are available to author(s) by
request.



