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Um dos capitulos mais interessantes da Imunologia 6, sem dii-
vida, o da imunidade contra o estafilococo, que tem sido objéto de es-
tudos aprofundados e, acompanhando as doutrinas sébre a imunidade
e geral, tem sofrido interpretacgdes varias,

A descoberta de Richet e Hericourt, em 1888, de que o soro
dos animais inoculados wom estafilococo possue propriedades imuni-
zantes, iniciou ésses estudos e orientou a interpretagio no sentido ex-
clusivamente humoral. Véarios experimentadores se dedicaram a re-
petir e a observar as pesquizas de Richet e Hericourt, mas, apesar
de encontrarem no soro dos animais inoculados propriedades bacte-
ricidas, ndo lhes foi possivel confirmar integralmente as observacoes
déstes. Os anticorpos, antileucoecidina e antihemolisina, encontrados
nésges soéros, sempre em titulo muito baixo, nfo conseguiam conferir
a Imunidade passiva, em franco contraste com o que se observava com
a antitoxina difterica e tetinica, altamente preventivas.

A imunidade antiestafilococica parecia ser de natureza diferente
da tetAnica ou difterica. Outro fator, possivelmente de grande pre-
ponderincia, devia acompanhar ou substituir o humoral.

A doutrina celular idealizada por Metchnikoff veio Imprimir
novo rumo 4 interpretacio dos fatos. De inicio exclusivamente ce-
Iular, dando & fagocitése a chave do problema imunolégico, essa dou-
trina evolveu, admitindo-se posteriormente wma assoclacio celular e
humoral na explicagcio da imunidade,

Wrright, em 1902, inoeulou no homem suspensdes de estafilo-
cocos mortos pelo calor, com a esperanca de, reforcando a fagoeitdse,
conseguir a imunizacio e a cura das infecgdes estafilococicas. Surge,
entdo, o método opsonico, isto &, a observaciio da propriedade confe-
rida ao séro em facilitar e intensificar a fagoecitdse.

Iniciou-se o tratamento das estafilococias pelas vacinas de Wright,
em dobses crescentes e suficientemente espacadas, para evitar a fése
megativa, tdo nitidamente evidenciada pelo indice opsonico. A difi-

culdade de verificacdo désse indice -— mnecessario, segundo Wright,
para uma vacinagdo eficiente — fez com que o intervalo das doses

fosse indicado pelas reacdes locais e gerais, e os bons resultados obti-
dos provocaram o esquecimento, e quicd, o seu descredito.

A imunidade contra o estafilococo passou, entdo, a ser vista
como um fenomeno puro de fagocitése: era a supremacia da doutrina
celular sébre a humoral.

Herelle propée uma nova e sugestiva interpretacio. Observa e
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demonstra a existéneia nos fécos de supuracdo, produzida pelo esta-
filococo e jiA em via de cura, de wm prineipio litico que destroe @sse
germe — © bacteriofago. As substancias resultantes da dissolucao das
bactérias determinam no organismo a Imunidade. Essa descoberta de
Herelle passou rapidamente das experiencias de laboratério 4 aplica-
¢do pritica, sendo brilhantes os resultados obtidos algumas vezes. Infeliz.
‘mente, e com alguma frequencia, formam-se no organismo anticorpos,
antibacteriofagos, que impedem a acfio terapeutica, neutralizando com-
pletamente o principio litico.

Fm 1922, Besredka publica seus trabalhos sébre a imunidade
local e propde o tratamento <das estafilococias pelos caldos-vacinas,
obtidos por filtracio de culturas de estafilococo e impréprios ao de-
senvolvimento do germe, pelo aparecimento do antivirus. Para Bes-
redka, a imunidade ¢ wm fendmeno execlusivamente local, processan-
do-se nos tecidos sensiveis, atingidos pelo agente infetante.

Fram essas as idéas dominantes, cada uma com seus defensores
ardorosos, mas que nfo explicavam completamente a imunidade con-
tra o estafilococo, quando, em Janeiro de 1928, em Bundaberg, Queens-
land, um acidente doloroso veio alterar o que se conhecia sbbre a in-
fecedo estafilococica. A contaminacio por estafilococo de wma mis-
tura toxina-antitoxina diftérica,  usada na vacinagho, determinoun a
morte de 12 entre 21 ereancas inoculadas, com um quadro septicemico
gue salientava o elevado poder toxico do germe,.

A comissdo encarrvegada pelo governo inglés de pesquisar e elu-
cidar a causa do acidente, tendo 4 frente o sibio australiano F. M.
Burnet, isolou amostras de estafilococo que, perfeitamente observadas
e melhor estudadas, levaram 4 demonstracio da existéneia de utma to-
xina estafilococica na verdadeira expressio da palavra.

Burnet obteve esta toxina cultivando o germe em gelose semi-
liquida em uma atmosfera de CO%

A descoberta de Burnet deu orvigem a uma grande série de
trabalhos, mostrando alguns as propriedades da toxina, e salientando
outros novos aspétos no estudo da imunidade estafilococica,

Deter-nos-emos, embora pela maneira mais rapida possivel, no es-
tudo da toxina estafilocoecica, do toxoide obtido pela sua formoliza-
¢do, e na interpretaco da imunidade que determina.

TOXINA ESTAFILOCOCICA

Para se conseguir uma boa toxina sfo necessarios, comp para
as toxinas em geral, varios fatores: amostra bem toxigénica, meio de
cultura favoravel, temperatura e tempo de incubacio Otimos, e atmos-
fera adequada. o

AMOSTRA. — A selecdo de uma amostra bem toxigénica nfo
é tarefa das mais faceis., Inicialmente temos a dificuldade de que nem
todas as amostras sflo toxigénicas, o que Se conseglie apemas em
10% das examinadas.

Entre as selecionadas sio muito raras as que formam toxina
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de titulo elevado, e entre estas algumas perdem rapidamente o poder
toxinogénico. Temlos trabalhado com muitag amostras, isoladas por
nods e recebidas de outros laboratérios. As que mais se tém prestado
sfio: a 126, isolada por nds, a 134, recebida do Instituto Butantan,
por intermédio do Dwr. Travassos da Rosa, e a 141, amostra Wood, de
Burnet, gentilmente cedida pelo prof. Sordelli, do Instituto Iacterio-
l6gico de Buenos Aires.

MEIO DE CULTURA. — O meio de cultura, que tem fornecido
melhor toxina, ¢ o meio liquido de Walbun, modificado por Burnet:

A um litro de agua de carne preparada com coracio de boi
(250,0 para 1 litro de agua), acrescentam-se 5,0 de peptona de Witte,
2,0 de fosfato de potassio e 0,3 de sulfato de magnesio; dissolver, fil-
trar e ajustar o pH entre 6,0 e T.0; distribuir em fraseos de 50 ce.
e esterilizar a 120°, durante 20 minutos,

Experimentamos produzir a toxina em meio de Ramon, mas o
titulo que obtivemos foi muito inferior ao que conseguimos regular-
mente com o de Walbun.

TEMPERATURA E TEMPO E INCUBACAO. — A tempera-
tura 6tima é de 37°. O tempo de incubacdo que temos empregado &
de 6 dias, nfo tendo obtido melhora na toxina, aumentando ou dimi-
nuindo o prazo de incubacdo.

ATMOSFERA DE CO% — Usamos sempre, e com Otimo resulta-
! b
do, a cultura em ambiente com 20% de COZ, conforme aconselha Bur-
net, renovando a atmosfera no 4.° dia de incubacdo.

PROPRIEDADES DA TOXINA ESTAFILOCOCICA. — A to-
xina estafilococica é caraterizadamente uma exotoxina, e apresenta
algumas particularidades interessantes em seu modo de agir:

1) Acio eritrocitolitica. — A toxina tem o poder de lisar, de
nma maneira mials ou menos intensa, os globulos vermelhos dos dife-
rentes animlais. Rsse poder de lise ¢ facilmente destruido pelo calor,
pelo formol e sob a acdo dos acidos. A inoculagio da toxina em ani-
mais determina o aparecimento de um anticorpo, que neutraliza essa
agio litica. _

O poder eritrocitolitico de uma toxina ¢ facilmente titulavel,
e serve de padrfio para avaliar o seu poder toxico. Para isto coloca-se
a toxina em wconcentracdes varias, em uma série de tubos, em con-
tato com uma emulsdo de globulos de coelho ou de earneiro, lavados
e diluidos a 1/5. Faz-se umia incubacido a 37°, meia hora, e leva-se
& temperatura baixa, durante 12 horas. Verifica-se, entdo, de acOr-
do com Burnet, qual o tubo que contém;, pelo menos, 509% de globulos
hemolisados, A diluicio que corresponde a éste tubo & a 1. M. H.
(dése minima hemolitica), equivalente, digamos, a D. M. M. (ddése mi-
nima mortal) da toxina diftérica.

O nfmero de D. M. H., que contém cada partida, é variavel
com as condigies acima estabelecidas, assim comip para umia mesma
amostra e nas mesmas condicoes sofre oscilacdes de uma partida para
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outra. Temos obtido, em média, de 1.600 a 3.260 D. M. H. por cc,
conseguindo, nao raro, toxinas com 6.400 D. M. H. por ce,

Tsse poder hemolitico da toxina estafilococica diminue rapida-
mente jai nos primeiros dias de preparacio, desaparecendo completa-
mente ao fim de algumas semanas, quando a toxina ¢ conservada na
temperatura ambiente, conseguindo-se conservar mais tempo, embors
com, uma desvalorizacio de 50%, quando ¢é congelada. Temos toxi-
nas congeladas ha 5 ou 6 meses, que nos dao um titulo médio de 800
D. M. H.

2) Estreitamente ligada a &sse poder hemolitico, observa-se
uma acio litica motavel sbbre s leucocitos e outras celulas do orga-
nismo. Alids, essa aclio sObre os leucocitos ji tinha sido evidenciada
em 1895, por Denys e Vandevelde, que a denominaram leucocidina.

3) A toxina possue um poder letal, que se verifica facilmente
no coelho, por ser o animal mas sensivel, ocasionando a morte por via
subeunténea ou intravenosa.

A inoculacfio de dose relativamente fraca de toxina (1/4, 1/10
de ce.), por via intravenosa, determina a morte imediata do animfpl
por sincope wardiaca e respiratéria, precedidas de uma queda brusea
e imediata da pressio arterial.

Pode-se determinar e estabelecer a D. M. L. (ddése minima le-
tal), que alguns autores usaram para suas observagdes,

4) A toxina estafilococica, quando inoculada por via intrader-
mieca, determina a formacio de grandes placas de necrose: & o que 5e
denomina acfio dermo-necrotica.

A dése minima neerotica (D. M. N.) , por ser muito variavel,
nio se presta para i padronizacio de toxinas.

5) Travassos da Rosa, em Sdo Paulo, evidenciou em 1936, uma
acio tetAnizante, que se revela rapidamente apés a inoeulagio intra-
cerebral por uma sindrome caraterizada por confraturas generalizadas,
rigidez da musculatura da rvachis, opistétono, tachycardia e tachypnéa
iniciais e sensibilidade exagerada, morrendo, o animal algum tempe
mais tarde

Como esta sindrome ¢ variavel em intensidade, Travassos da
Rosa estabeleceu uma dése minima tefdnizante letal (D. M. T. I.),
que representa a menor dose de toxina capaz de produzir sistematica-
mente a sindrome nos 30 primeiros minutos apés a moeculacdo e &
morte em 24 horas em todas as cobaias inoculadas.

6) De todas estas acdes, a que revela maior interesse prético,
é o elevado poder antfigénico da toxina, provocando o aparecimento
rapido de antitoxina no soro dos animais inoculados.

ANATOXINA ESTAFILOCOCICA. — Burnet, apés ter estuda-
do e observado as diversas propriedades da toxina estafilococica, con-
seguiu a sua transformacio por meio do formol, mos moldes da trans-
formacdo da anatoxina difterica e tetinica, obtida por Ramon.. Apos
uma permanencia de 10 dias na estufa a 37°. com uma dése de formol
a 4%/4, a toxina perde completamente as suas propriedades, conservan-
do, entretanto, o poder antigénico. Perfeitamente inocua, a anatoxi-
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na estafilococica presta-se -admiravelmente para provocar a imuniza-
#fo ativa, quer no homem, quer nos animais, facilitando assim a pro-
duedo de antitoxina para a imunizagio passiva.

Ramon e Boivin conseguiram, ultimamente, precipitar a anato-
xina do ealdo de cultura, levando o pH a 3,5 com acido tricloracético
ou sulfurico e dissolvendo o precipitado em sol. de fosfato de potas-
sio oun carbonato de soédio. Obtiveram, desta maneira, um produto pu-
rificado e concentravel, que permite wna Imunizaciio muito mais ra-
pida e ativa. vasbaa

Segundo a téenica preconizada por Ramon, verificimos qual ©
toxoide mals ativo: se o bruto, isto ¢, o ealdo de cultura desintoxicado
pelo formol, ou o precipitado. Tnoeuldwmos coelhos com diversas par-
tidas de toxoides e, apés um nimero idéntico de inoculagdes (14 ce,
1 ce, 1,5 ce, 2 ce. e 2,75 ee.), com um espaco de tempo igual (ams
semana depois da ltima inoculagdo), observdmos nos animais imu.
nizados com toxoide purificado a meutralizagio de 2 D. M. H. de to-
xina até com 0,002, enquanto que, com toxoide bruto, o limite de
neutralizacgio era de 0,02.

IA anatoxina purificada, segundo Ramon, possue, pois, elevado
poder Imunizante ao lado de uma inocuidade bastante superior ao to-
xoide bruto, por se enconirar privada das impurezas do meio de cul-
tura e ser possivel a swa concentracio na dése necesséria e eficiente.

IMUNIDADE ANTIESTAFILOCOCICA. — Vejamos agora s
ohservacdes que determinam essas descobertas de Burnet e qual o re-
flexo que tiveram na interpretacio da imunidade antiestafilococica..

Ramon e Richou fizeram experiencias muito interessantes e su-
cestivas.,  Inocularam, num primeiro grupo de coelhos, estalilococos
vivos suspensos numa mistura de lanolina e oleo de oliva, e observa-
ram o aparecimento de antitoxinas no curso da imunizacio, embora
em titulo muito inferior ao que se obtem lapds imunizaco pela ana-
taxina. Num segundo grupo inocularam a mesma quantidade da mis-
tra lanolina-oleo-germes, mas desta vez apds matar os germes pelo
calor, e ndo observaram, embora com pesquisas aprofundadas e repe-
tidas, a formacgio de antitoxinas. inalmente, um terceiro grupo foi
imunizado com anatoxina.

Og erupos aecima foram inoeulados com 0,5 cc., por via subeu-
tdnea, e com 0,2 cc., por via intradermica, de uma suspensio de esta-
filococos virulentos (eultura de 24 horas), ao mesmo tempo que outro
grupo de animals testemunhas nfo imunizados,

Nos pontos injetados observou-se: nos testemunhas, um edems
grande e posteriormente numa escara muito extensa (com 2 a 3 cm, de
diametro) ; nos imunizados por germes mortos incorporados 4 mistura
ianolina-oleo, verificaram um edema um pouco menor, seguindo-se uw
nédulo fnflamatério do tamanho de uma aveld; os coelhos imunizadoes
com germes vivos e que contém um pouco de antitoxina, apresentaram
lesdes pouco intensas (edema pequeno e um nddulo disereto, que de-
saparece com o tempo); finalmente, no grupo imunizado pela anato-
xina e que tem fitulo elevado de antitoxina, o edema é quasi nulo, e 0
stddulo, das dimensfes de uma lentilha,
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Ramon e Richou, entre outras consideragdes, assim concluem des-
sag experiencias demonstrativas: “0 estafilococo, cuja multiplicacio
& favorecida no ponto de inoeulacio pela inflamacio devida ao exel-
piente goduroso, elabora “in situ” sua toxina. Ksta toxina, gracas aos
fenomenos inflamatérios locais, ¢ modificada em suas propriedades to-
xinas, mas ndo seu poder antigenico. Assim modificada a foxina,
passa ao orgamismo, onde provoca a formacio de antitoxiina especifica.
Essa antitoxina 4 eapaz, como nos animais imunizados com a anato-
xlina, de proteger o organismo com um exito apreciavel contra a toxi-
infecedo experimental”.

Uma outra série de experiencias feitas por Ramon e Richou, e
ja repetidas e comprovadas por outros experimentadores, como Delau
nay, Vitehin, Dowie, ete. demonstram a quasi ineficacia das vacinas
conm germes mortos. Um grupo de animais imunizados com emulsdo
de germies mortos e outro com anatoxina sdo submetidos 4 inoculacio
de prova com estafilococos virulentos. Observa-se que os do primeiro
2rupo, assim como os testemunhas, morrem nos primeiro dias, ao passc
que os do segundo grupo morrem no fim de varios dias, ou permanecem
vivos, como se nada tivesse havido.

Destas experiencias e dos resultados obtidos com a séroteraplia
antitoxica, salienta-se logo o  valor preponderante da antitoxina na
imunidade antiestafilococica.

Por orientacio de Ramon, fez Delaunay, no ano passado, uma
série de pesquisas sbébre a histopatologia da infeccdo estafilococica.
Observou em wm grande numero de animads as mod{ficacoes celulares
produzidas pela infecefio experimental, encontrando o organismo iwmu-
nizado ou nio.

Extraordinariamente interessantes sdo estas observacdes, qus
culminaram em uma hipotese sugestiva e lmpressionante da imuni-
dade lantiestafilococica.

Apbs quinze horas, o exame histolégico da lesio permite fazer,
no animal imunizado, as constatagdes seguintes: “Sob wuma epiderme
absolutamente integra se encontra o tecido comjuntivo muito dilacerade
¢ infiltrado por mumerosos polinucleares. Os vasos sdo inflamados e
cercados por leucoeitos muito bem conservados, Entre os feixes muscu-
lares, em excelente estado, deslizam fusos de globulos brancos. As ce-
lulas conjuntivas mao parecem ter atividade prépria. Os germes estac
presentes”.

No animal testemunha a lesfio se ecarateriza, ao contririo, por
wma epiderme fina e descolada da camada conjuntiva subjacente. Os
vasos sfo dilacerados, mas ndo apresentam ag eintas de polinucleares en-
egontradas nos animais imunizados. As fibras conjuntivas sfio separa-
das e os nucleos ji pouco visiveis. Os feixes musculares estio lesados,
dilacerados, e é dificil distinguir suas fibrilas. Nos espacos interfascis-
culares a infiltracio celular & muito pequena, Os estafilococos estido

presentes”. .
Oitenta horas apés a inoculacllo, vé-se nos animais imunizados
nma lesdo bem localizada, com os seguintes caratéres: — "Epiderme e

musculos em perfeito estado. Ao redor de um pequeno abcesso, que
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ocupa o centro do cdrte, encontra-se uma proliferacio extremament
notavel de tecido conjuntivo de néo-formacfo, uma verdadeira casca,
~

Histiocitos numerosos. Constata-se o aparecimento de vasos de néo-
formaegdo”.

2

Nos testemunhas, ao eontrario, verifica-se o seguinte: — A
epiderme ¢ uma massa mortificada, sem nueleos, ecom vestigios apenas
de foliculos pilosos. Um abeesso extenso, com polinuecleares mais ou
menos alterados, forma o limiite inferior da necrose. Sdébre a face pro-
funda déste abcesso uma barreira conjuntiva esti em vias de forma-
¢o. Numerosos polinucleares infiltram éste tecido. Alguns histiocitos,
Musculos em degeneracao”.

Nessas observacdes verifica-se que nos testemunhas, apds um
pequeno afluxo de lencocitos fimediatamente depois da incculacfio, ha
um afastamento déstes globulos de defesa, como se o germe exercesss
um tropismo negativo sdbre éles; ao passo que nos animais imunizados
o numero «de leucocitos é muito maior, ndo desaparecem, {pelo contri-
rio: aumentam), fagocitam os agentes invasores, havendo a neutral-
zagio do tropismo negativo.

A unieca diferenca, que se observa mésses grupos de anhmais &
2 presenca de antitoxima no sbro dos imunizados, devendo ser 8ste o
elemento responsavel pela neutralizagdo do tropismo negativo exereci-
do pelo germe sbébre os leucocitos. i

Baseado nas observagOes acima e nas de varios pesquisadores,
Ramon e seus colaboradores lancaram a moderna e sugestiva explica-
¢do da imunidade antiestafilococica.

A infeccio estafilocodica se processa pelo afastamento dos ele-
mentos celulares de defesa do organismio por meio da toxina elaborada
pelos germes, conseguindo 8stes se multiplicar e vencer as resistencias
organicas.

Quando o organismo estd imunizado a antitoxina neutralisando a
toxina permite que os germes sejam presa facil dos lencocitos.

A imunidade amtiestafilocodlca & ao mesmo tempo antitoxica e
antimierobiana; antitoxica pela neutralisacio da toxina estaffilococica
por meio ida antitoxina correspondente, e antimicrobiana pela fagoei-
tose dos elementos invasores pelos leucoditos,

A dmunidade pdéde ser natural ou artificialmente adqguirida. O
organismo adquire naturalmente a imunidade pelo contato frequente
com o antigeno, por ser o estafilococo um germe muito espalhado na
natureza e hospede constante da pele e das mucosas externas. Nos
anfmais demonstra-se facilmente esta afirmacdo, provocamdo o apa-
recimento de antitoxina pelo simples pineelamento da faringe, sem que
se exteriorize a infeccdo.

Provoca-se artificialmente a imunidade inoculando a anatoxina,

De tudo o que acima ficou exposto, conclue-se que o tratamento
das estafilococias deve ser feito pela anatoxina, mesmo quando ha
necessidade de defesas imediatas, compo nas septicemias, em que deve
ser associada a sdroterapia antitoxica-estafilococica.



