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TECNICA DO PREPARO DA TOXINA E ANTITOXINA
DIFTERICA NO INSTITUTO BUTANTAN

PFOR

JANDYRA PLANET po AMARAL

~ As grandes dificuldades que encontramos ao iniciar a preparacao da antito-
Xna difterica, dificuldades estas que deverdo surgir a cada tecnico que principia
“ Preparo da toxina homologa em grande escala, nos levam a publicagio deste
Mabally onde procuramos coordenar algumas observagbes de nossa experiencia.

i Todos os pesquisadores que procuraram aperfeicoar a fabricagio do soro an-
h'd-lfi:ttritﬂ concordam que o elemento primordial para a fabricagio deste, é um
Mtigeno de alto valor. Assim Glenny, Ramon, Schmidt e muitos outros afirmam
M experiencias comprovadas que um bom soro depende de um bom antigeno,
M‘”’£'—’lt demonstrou, em 1931, que uma toxina com menos de 8 u. f. nio deve
T usady para imunizacio. E bem verdade que o conceito estabelecido por Ra-
MO, que certas substancias inespecificas adicionadas ao antigeno melhoram de
modo a produgio de anticorpos, tem grande valor na fabricagio de soros:
ficari sempre num plano secundario, pois niio suprira nunca o valor de um
antigeno.
Bas-ados nestes conhecimentos é que o problema da fabricagio de uma to-
difterica potente apresenta-se logo 20 tecnico que tem necessidade de prepa-
UM soro terapeutico.

Meio de cultura — Si examinarmos a literatura sobre a toxina difterica po-

S notar que a quantidade de trabalhos com receitas e detalhes sobre o seu

A0 ¢ bhem grande, em relagio 4 aparencia simples do assunto. Do simples
Martin até os meios mais complicados, ha um numero enorme de formulas
INteressante notar que em geral a receita dada por um experimentador, ou-

n:: reproduz com um pequeno detalhe de alteragiio que em suas mios da me-
Tesultado, Desta maneira nos parece que, diferengas de condigdes locais e da
-U®Tia prima fizeram do preparo da toxina difterica um problema a ser resol-
hd":' de maneira propria em cada pais, em cada regido, em cada laboratorio. Sor-
L m 1935, chama com insistencia a ateng¢io sobre ésse ponto que tambem jul-
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gamos de suma importancia, pois varias formulas foram por nés experimentadas
com resultados sempre pouco satisfatérios. Hoje que conseguimos regular umd
serie de detalhes circunstancias, obtemos resultados em um mesio muito simpes
e de facil preparo.

A um quilo de carne de vitela, desembaracada de gorduras e nervos e pass? s J
por maquina, sio adicionados 2 litros dagua distilada. Deixa-ce a 37° durs '*"'
mais ou menos 15 horas. Da-se uma fervura de 5 minutos, passa-se num pan®
e filtra-se em papel de filtro. Adiciona-se 3% de peptona Witt farmaceutica €
0.5 de cloreto de sodio; dissolvem-se estes ingredientss, alcaliniza-se a 7.7 — ?'&
com soda normal, Ieva-se ao autoclave a 120 por 20 minutos. Filtra-se a quent ;
em papel fino e distribui-se em balGes de maneira que a camada liquida tenha m: "
ou menos 1,5 cc. de altura. (300 ccs. em baloes de Fernbach com capacidade ¢€
Z litros). [Esteriliza-se a 110° por 30 minutos. A este caldo é adicionado na oG
sido do repique acetato de sodio na proporgio de 5 gs. por 1.000 e glicose na
zio de 2 gs. por 1.000. O acetato e a glicose funcionando com substancias €%
nomizadoras do consumo proteico tém papel preponderante na elevagio @
D.M.L. da toxina.

4

Reacdo do meio de cultura. — Devemos lembrar que o pH usade por n0s.
esta entre 7,5 e 7,8; num caldo mais acido ou mais alcalino nio logramos 0O "”:_
toxinas razoaveis,

Amostra usada — sua conservagio. — A amostra usada é a Park 8 Estd
além de cultivada em meio de Loeffler para a conservacio da cultura, é transplan™
tada cada 2 ou 3 dias em tubos contendo o proprio caldo preparado pa-a o fab!
da toxina. Desta maneira procura-se conservar a toxigenicidade da amostra pe®
sua maior adaptagio ao meio. Destes tubos sera a cultura transplantada para ¢
‘balio intermediario que apresenta formagiio intensa de pele ja em 48 horas; des*®
balio ¢é feito o transplante ultimo, sendo suficiente para mais ou menos 25 outro=
Estes ao fim de 48 horas apresentam uma pele espessa, sendo a massa do cald®
transparente. '

Si por um lado € razoavel que a adaptacio da amostra ao meio de cultivo 3%
menta sua toxigenicidade, por outro sabemos que uma cultura em transphnﬂ'
sucessivos e frequentes dissocia, quasi sempre com perda de suas propriedades &
virulencia e toxigenicidade. Foi o que verificimos no decorrer do nosso s
de rotina; com um numero excessivo de passagens perde-se a toxigenicidade
amostra, o que se exterioriza no caldo por uma formagio de peles finas ¢ %
bradicas. |

Felippe M. quando propde a conservagio das culturas do Park 8 sob 0%
de vaselina lembra tambem ésse detalhe. Vejamos estes 4 exemplos com pa3s=
gens diferentes do Park 8 experimentadas em condigbes perfeitamente identi¢=*
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T
Yark 8 — 7 passagens . D.M.L. — 1/700 | Park 8 — 10 passagens . D.M.L.

= 1/700
8 — 8 méses em Park 8 — 7 meses em
Paisagens ........... DML = 1/300 PASSAGENS .cccccnanns D.ML. = 1/500
Fark g _ 20 passagens . DML, = 1/500 Park 8 — 30 passagens . DML, = l;"lOOOI
Park 8 — 70 & . DALL. = 1/200
Park 8 — 90 B . DAL, = 1/200
P!.d:g_ﬂ meéses em Park 8 — 1 ano em pas-
s R G DML, = 1/400 Mpengs .. T DM.L. = 1/100
e

Vemos que a D.M.L. da cultura muito antiga em passagens, é sempre maior
9U€ a das culturas mais recentes.
Os olhos de um tecnico acostumado, raramente ce enganam com o aspecto
UMa cultura que ird dar uma toxina forte; o crescimento luxuriante das peles
que se formam 3 superficie do caldo e caem depois para se depositarem em cama-
Mo fundo do balio, dando aparecimento a novas peles, a tonalidade escura
oma ¢ caldo, sio indicios quasi seguros de caldos muito toxicos.
Um servigo de soroterapia desde que se tenha em mios toxinas de titulos
_t”mﬂ-se grandemente facilitado, conhecimento teorico que podemos compro-
S relacionarmos o servigo de imunizacio destes 3 ultimos anos com a produ-
de toxinas neste mesmo espaco de tempo.

iltus

Sio

QUADRO 1

Quantidade de toxina difterica produzida em relagio @ D. M. L. nestes
treg ultimos anos

1936 1937 1938
Quantidade D.M.L. Quant'dade D.M.L. Quant'dade
23.000 ccs. 1/100 o 17100 —
54.000 ccs, 1/200 — 1/200 —
22.000 ccs, 1/300 — 1/300 —

5.000 ccs, 1/400 6.000 ccs, 1/400 —
1.500 ccs. 1/500 11.000 ccs. 1/500 24.000 ccs.
- 1/600 36.000 ccs. 1/600 33.000 ccs,
— 1/700 82.000 ccs, 1/700 97.000 ccs,
— 1 /800 34.000 ccs, 1/800 22.000 ccs,
= 1,900 -— 1/900 6.000 ccs,
— 1/1.000 51.000 ccs. 1/1.000 141.000 ccs.
—_— 1/1.200 — 1/1.200 9.500 ccs,
Qf:l_‘i medio — 1/200 Titulo medio — 1/750 Titulo medio — 1/820
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QUADRO 2
Relacio entre os mais altos titulos antitoxicos alcancados pelos animais
nos ultimos 3 anos
1936 1937 1938
Enn;?:its Quanti- ;'E:;?: iit-i Quanti. E:‘:i?:if Quanti-
= dade de| Percen-| .. dade de| Percen- == dade de| Perce®™
ccpm‘ cavalos | tagem “pur cavalos | tagem a:.w cavalos | tage™
200 12 30 300 24 25 =300 5 128
<200 | . 300 29 30,8 300 5 128
<s00f] 2 70 400 17 18 400 5 128
= = — 300 9 9,5 300 3 102
— -- - 600 5 53 600 5 128
s — — 700 5 53 700 2 51
- p— — 8|00 - -— B0 =
— - 900 4 42 OO0 2
- - — 1000 1 1 1.000 6
s = — 1.200 — — 1.200 1
< = = 1.500 — — 1.500 1
= - — 2000 == m— 2000 .
— — — 2.5(0 | — — 2.500 1
TOTAL — 40 animais TOTAL — 94 anmmais TOTAL — 39 amma®

Pela comparacio dos Quadros 1 e 2 notamos que a uma D. M. L.

estio relacionadas as melhores porcentagens de titulos antitoxicos do

mats alta
. -

imunizados. Em 1936 quando a D.M.L. média foi 1/200 nio conseguimos ut
antitoxicos de 500u. por cc. Em 1937, com toxina ja melhorada, mas em ¥
quantidade que em 1938, temos porcentagens intermediarias, mams altas que nf'
primeiro ano e mais baixas que neste ultimo. Em 1938, com uma D.M.L. m

de 820 u. temos um titulo antitoxico medio de 720 u., e ainda porcentagem ==
regular para titulos mais altos como seja 15,3% para 1.000 unidades. A P‘-’“:fﬂ
tagem de animais com titulos inaproveitaveis (menos que 300 unidades) baix?
bastante em 1938, sendo de 12,8%. E sabido que o animal para apresentar uf®
alto de antitoxina difterica, deve possuir uma certa imunidade natural ; dest€ ﬂ“’:
por mais potente que seja um antigeno havera sempre uma porcentagem 3
animais que nio produzem titulos antitoxicos aproveitaveis. Savino em bem ©
ganizadas estatisticas, estabelece uma media de 31% de animais maus produt

de antitoxina. Desta maneira nossa porcentagem de 2,8%, em 1938, nos

bem razoavel.

a fﬂ“it?’

pot?

Com relacio ao processo de imunizagio empregamos um metodo h
anos adotado neste Instituto (Metodo de Dean) que nos parece excelent
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faramente temos deparado com amimais, que tendo ingressado em servico com
idade suficiente ¢ em boas condicoes de saude, apresentem reagdes tio intensas

HU€ 0 impossibilitem de suportar o ritmo da imunizagio. Comegando com quan-
tidade infima de toxina (0,01cc.) o animal em doses crescentes devera apresentar
O titulo antitoxico maximo quando receber de 250 a 300 ccs.. Neste ponto sera san-

87ado 3 3 4 vezes com intervalo de 15 dias entre duas sangrias. Frequentemente
B3s ultimas sangrias o titulo baixa, se bem que existam excegoes para as quais nao
Mcontramos ainda nenhuma explicagio. Pela esquematizagio abaixo dos dife-
Tentes titulos alcancados nas varias sangrias de 16 cavalos podemos verificar que
Rra cada animal ha uma particular alternativa de titulos.

Como ponto geral, podemos no entanto concluir que, com excegio de 3 ani-
Mais nos quais o titulo mais alto nio se apresenta na primeira sangria, os res-
antes tém um titulo antitoxico medio reduzido em relagio ao volume total do
Sgue. Em nosso servico o animal depois de sangrado numa media de 15 litros
Ue sangue entra em descango, retornando a este apds tres meses. Nas possibih-
dade, apresentadas pelo Instituto, o ammmal de retorno ao servigo ja nio oferece
05 titulos alcan cados na primeira imunizacao.

5£'Ihpr¢ que é praticada uma segunda imunizacio, o titulo maximo alcangado

'“ft‘rmr ao primeiro o que se podera verificar no esquema 4 que mostra a relacio
ntre duac imunizacoes sucessivas em 13 diferentes animais. N&o € raro anda

2 mor . ‘ T i
Morte do animal durante o periodo de descango. A possibilidade do aproveita-
Mentq dos cay

SSpecial

-alos de titulos antitoxicos muito baixos sera objeto de um trabalho
QUADRO 4

Relacio entre os ma's altos titulos alcancados pelos animais na imunizagio
inicial e na de retorno

l.:’:..

LD ANTIFORCAS PO L

Ca)r (L ] {a)y [ Al

@l = 'munizacio imcial.
] = imumizagio de retorno.
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Considerando o valor de uma unidade antitoxica relacionada com prego @3
manuten¢@o de um animal em descango, nos parece que, se as possibilidades 0€
aquisicdo de animais niio fossem restritas, a sangria a branco dos animais i ,..!a:
zados seria preferivel no ponto de vista economico.

RESUMO

O A. refere e discute as condigdes de processo e obtencio de toxina e 2
toxina difterica no Instituto Butantan. |

ABSTRACT

The author reports and dicusses the cordition of the process and obtaini® g
of diphtheric toxin and anhtnxm at the Instituto Butantan,
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