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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "PROCESSO
DE PRODUCAO DE CEPAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUPER-
PRODUTORAS".

A presente invengdo refere-se a um processo de produgao de
cepas superprodutoras de Staphylococcus Aureus e a respectiva utilizacao
em um processo de produgéo de polissacaridios capsulares.

Os polissacaridios capsulares de Staphylococcus Aureus, em

particular os polissacaridios de serétipos 5 e 8, s@o descritos na literatura

‘como componentes de interesse para a produgéo de uma vacina, visando a

proteger contra as infecgdes devido a Staphylococcus Aureus.

As cepas T5 e T8 sdo microcapsulas e produzem, portanto, pe-
quenas quantidades de polissacaridios capsulares de interesse. As quanti-
dades de polissacaridios capsulares que devem ser incluidos em uma vaci-
na sao importantes devido ao sistema imunitario deficiente das populagdes
alvos (vide, por exemplo, Fattom, A., et al (1995) Vaccine 13, 1288-1293).

No ambito de um desenvolvimento industrial dessa vacina é,
portanto, importante poder produzir grandes quantidades de polissacaridios
capsulares T5 e T8. _

E nessa Optica que os inventores colocaram em evidéncia um
novo processo que permite aumentar 'substancialmente a capacidade de
secrecédo de polissacaridio capsular das cepas de Staphylococcus Aureus.
Os inventores fornecem, portanto, um processo de produgéo, permitindo ob-
ter polissacaridio capsular de Staphylococcus Aureus em grandes quantida-
des.

De acordo com um primeiro aspecto, a presente invengao se
refere, portanto, a um processo de produgdo de cepas de Staphylococcus
Aureus subprodutoras, compreendendo:

(a) a cultura de uma cepa de Staphylococcus Aureus sobre um
meio de cultura M1, compreendendo por litro de meio de cultura:

. 5 a 100 g de peptona vegetal;

. 0,5 a 20 g de extrato de levedo;

. 1 a 30 g de agucar;
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. 1 a 200 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-
siste em FeCls, e FeSO,,

. 1 a 700 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-.
siste em MgCl, e Mg SO4,

. 0,1 a 500 mg de Ca Cl,,

. 0 a 50 mg de Zn Cly;

.10a 250 gde Na_CI, de preferéncia 58,5 g/l, e
cujo pH esta compréendido em uma faixa de valores que vaide 6,2a 7,5; e"

(b) eventualmente a recuperagao das cepas a partir do meio de
cultura. | ,

De acordo com o modo de realizagao particular do processo de

produgao de cepas superprodU_toras, o meio de cultura M1 da etapa (a)

- compreende a peptona de trigo.

De acordo com um modo de realizacdo vantajoso do processo
de producédo de cepas superprodutoras, o0 meio de cultura M1 compreende
por litro de meio de cultufa:

| . 30 g de peptona de trigo;

. 5 g de extrato de levedo;

. 1 g de D-glicose H20,

.120 mg de Fe Cl3, 6 HgO,

. 400 mg de MgClz, 6 HO,

. 10 mg de CaCly, 2 H20,

. 58,5 g de NaCl,

.5 mg de Zn Cl,

. 6,8 gde (NH4)2SO4,

. 6g de NH4CIepH 6,5. ,

De acordo com um modo de realizacdo vantajoso, 0 meio M1
consiste por litro em: 30 g de peptona de trigo, 5 g de extrato de levedo, 1 g
de D-glicose H0, 120 mg de FeCls, 6H,0, 400 mg de MgCl, 6 H,O, 10 mg
de CaCl,, 2H,0, 58,5 g de NaCl, 5 mg de ZnCl,, 6,8 g de (NH4).SO4 e 6 g de

NH4CI, pH = 6,5.
De acordo com um modo de realizagao particular o processo de
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produgdo de cepas superprodutoras compreende uma etapa de pré-cultura
sobre um meio de pré-cultura MO, compreendendo:

. 3 a 50 g de peptona vegetal,

. 0,5 a 20 g de extrato de levedo;

. 1 a 30 g de agucar;

. 1 a 200 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-
siste em FeCIa‘e FeSOg;

. 1 a 700 mg de sal de magnésio selecionado no grupo que con-
siste em MgCl, e MgSQs ,

. 0,1 a 50 mg de CaCly,

. 0 a 50 mg de ZnCly,

. 2 a 50 g de NaCl, de preferéncia 6 g/l; e
cujo pH esta compreendido em uma faixa de valores que vaide 6,2 a 7,5.

De acordo com um modo particular de realizagao do processo
de producdo de cepas superprodutoras, a etapa de pré-cultura utiliza um
meio de pré-cultura MO, compreendendo por litro 3,87 g de peptona de trigo.

De acordo com um outro modo de realizagdo do processo de
producdo de cepas superprodutoras, a etapa de pré-cultura utiliza um meio
de pré-cultura M0, compreendendo por litro 3,87 g de peptona de trigo.

De acordo com um outro modo de realizagdo do processo de
produgdo de cepas superprodutoras, a etapa de pré-cultura utiliza um meio
de pré-cultura MO que compreende por litro 30 g de peptona de trigo.

De acordo com um modo de realizagdo vantajoso do processo
de producdo de cepas superprodutoras, a etapa de pré-cultura utiliza um
meio de pré-cultura MO gelosado, compreendendo: 3,87 g de peptona de
trigo, 5 g de extrato de levedo, 1 g de D-glicose H20, 120 mg de FeCls,
6H,0, 400 mg de MgCl,, 6H,0, 10 mg de CaClz, 2H0, 6 g de NaCl, 5 mg
de Zn Cl,, 6,8 g de (N H20),S04, 6 g de NH4CI, 15 g/l de agar e pH = 6,5.

De acordo com um outro modo de realizagdo vantajoso do pro-
cesso de produgédo de cepas superprodutoras, a etapa de pré-cultura utiliza
um meio de pré-cultura MO liquido, compreendendo: 30 g de peptona de tri-
go, 5 g de extrato de levedo, 1 g de D-glicose H20, 120 mg de FeCls, 6H.0,
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400 mg de MgCl,, 6H20, 10 mg de CaClz, 2H:0, 6 g de Na Cl, 5 mg de Zn
Cl,, 6,8 g de (NH4)2SOy4, 6 g de NH4CI, e pH = 6,5.

De acordo com um modo de realizagdo, o processo tal como.
definido acima é um processo de produgdo de cepas superprodutoras de
Staphylococcus Aureus T5. ,

De acordo com um outro modo de realizagao 0 processo tal co-
mo definido acima é um proceSso de produgdo de cepas superprodutoras de
Staphylococcus Aureus T8. A

A presente invengao se refere também a uma cepa superprodu-
tora obtida pelo processo, tal como definido acima e a utilizagao dessa cepa
para a produgdo de polissacaridio capsular. A presente invengao se refere,

portanto, em particular uma cepa Reynolds superprodutora, uma cepa Bec-

- ker superprodutora e uma cepa CYL770 superprodutora obtidas pelo pro-

cesso tal como descrito acima.
De acordo com um outro aspecto, a presente invencgéo fornece,

portanto, um processo de produgdo de polissacaridios capsulares, compre-

endendo: _
- (a) a cultura de uma cepa Staphylococcus Aureus sobre um

meio de cultura M1, tal como definido acima;

(b) a inativagdo da cultura assim produzida; e -

(c)a recuperagéd dos polissacaridios capsulares.

De acordo com um modo de realizagao do prbcesso de produ-
cdo de polissacaridios capsulares a etapa de cultura utiliza um meio de cul-
tura M1, compreendendo a peptona de trigo.

De acordo com um modo de realizacéo, o processo de produgao
de polissacaridio capsular compreende uma etapa de pré-cultura, tal como
definida acima em relagao com o processo de produgdo de cepas superpro-
dutoras.

A presente im)engéo tem também por objeto um meio MO adap- -
tado a cultura de Staphylococcus Aureus compreendendo:

. 3 a 50 g de peptona vegetal;

. 0,5 a 20 g de extrato de levedo;
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. 1a 30 g de agucar,

. 1 a 200 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-
siste em FeClz e FeSOa,

. 1 a 700 mg de sal de magnésio selecionado no grupo que con-
siste em MgCl, e MgSOsa,

. 0,1 a 50 mg de CaCly,

.0a50 mg' de ZnCly,

. 2 a 50 g de NaCl, de preferéncia 6 g/l; e
cujo pH esta compreendido em uma faixa de valores que vaide 6,2a75,¢€
se refere, de preferéncia, a um meio MO gelosado ou liquido, compreenden-
do por litro e vantajosamente consistindo em: 3,87 g ou 30 g de peptona de
trigo e 5 g de extrato de levedo, 1 g de D-glicose H20, 120 mg dé FeCls, 6
H,0, 400 mg de MgCl,, 6 HO, 10 mg de CaCls, 2H:0, 6vg de NaCl, 5 mg de
ZnCly, 6,8 g de (NH4)2SO4, 6 g de NH,Cl e pH = 6,5. |

A presente invengéo tem também por objeto um meio de cultura
M1 adaptado a superprodugéo de polissécarl’dio capsular de Staphylococcus
Aureus, compreendendo:

| . 5 a 100 g de peptona vegetal;

. 0,5 a 20 g de extrato de Ieved‘o;

. 1 a 30 g de agucar; ’

. 1 a 200 mg de um sal de ferro seleéionado no grupo que con-
siste em FeCls e FeSO,, .
| . 1a700 mg de um sal de magnésio selecionado no grupo que
consiste em MgCl, e MgSOy;

. 0,1 a 500 mg de CaCly;

. 0 a 50 mg de ZnCl;

. 10 a 250 g de NaCl, de preferéncia 58,5 g/l que vai de 6,2 a
75, €
de preferéncia se refere a um meio de cultura M1, compreendendo por litro e
vantajosamente consistindo em: 30 g de peptona de trigo, 5 g de extrato de
levedo, 1 g de D-glicose H2O, 120 mg de FeCls, 6H20, 400 mg de MgCl,, 6
H,O, 10 mg de CaCl,, 2H,0, 58,5 g de NaCl, 5 mg de ZnCl,, 6,8 g de
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(NH4)CI epH=6,5.

Os inventores colocaram em evidéncia que o meio M1, tal como
definido acima, podia ser vantajosamente substituido por um meio simplifi-
cado M2. A presente invengdo se refere, portanto, também a um processo
de producédo de cepas de Staphylococcus Aureus Superprodutores e a um
processo de produgdo de polissacaridios capsulares, tais como definidos
acima, nos quais o meio M1 é substituido por um meio M2, tal como definido
abaixo. | \

" A presente invengdo tem também por objeto um meio de cultura

M2 compreendendo por litro de meio de cultura
. 52,5 a 100 g de peptona vegetal, vantajosamente peptona de
tﬁgo; '
. 0 a 82,5 g de NaCl, vantajosamente de b g a 82, 5 gem pamcu-

lar 41 g/I de NaCl;
' . 0 a 15 g/l de um sal de magnésio, vantajosamente de 0,01 a 15 -

o/l em partlcular 15 g/l de MgCl,, 6H0 e

. 0 a 7 g/l de agucar, vantajosamente de 0,25 a 7 g/l, em particu-
lar 0,25 g/l de D-glicose H-O, '
cujo pH estd compreendido em uma faixa de valores de 6,3 a 6,7, vantajo-
samente de 6,4 a 6,6. A

De acordo com um modo de realizagdo particular, o meio de cul-
tura M2 compreende, e vantajosamente consiste em 93 g/l de peptona de
trigo, 41 g/l de NaCl, 0,25 g/l de D-glicose H.0 e 15 g/l de MgCl,, 6H20, cujo
pH estéa na faixa de valores de 6,3 a 6,7. ,

Os inventores colocaram também em evidéncia que um meio de
cultura M3, correspondendo a um meio M2, no qual a peptona vegetal &
substituida por 65 a 85 g/l, vantajosamente 75 g/l de extrato de levedo podia
ser u_tilizadé. A presente invengao se réfere, portanto, também a um proces-
so de producgao de cepas .de Staphylococcus Aureus superprodutoras e a um -
processo de produgdo de polissacaridios capsulares, tais como definidos
acima, nos quais 0 meio M1 é substituido por um meio M3, tal como definido

abaixo.
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A presente invengdo tem, portanto, também por objeto um meio
de cultura M3, compreendendo por litro de meio de cultura:

. 65 a 85 g de extrato de levedo, vantajosamente 75 g/l de extra-
to de levedo; v

. 0 a 82,5 g de NaCl, vantajosamente de 5g a 82,5 g em particu-
lar 41 g/l de NaCl;

. 0 a 15 g/l de um sal de magnésio, vantajosamente de 0,01 a 15
g/l, em particular 15 g/l de MgClz, 6H20; e

. 0 a 7 g/l de agucar, vantajosamente de 0,25 a 7 g/l, em particu-
lar 0,25 g/l de D-glicose, H-0,
cujo pH esta compreendido em uma faixa de valores que vai de 6,3 a 6,7.

A presente invengao vai ser descrita mais detalhada'mente na
descrigéb que se segue por Referéncia: a figura 1, dando uma representa-
¢ao do protocolo de recuperagao dos polissacaridios.

Os inventores colocaram em evidénéia, de forma surpreendente
que os meios de cultura M1, M2 e M3 induzem um aumento substancial da
Capacidade de secrecdo de polissacaridio capsular das cepas de Staphylo-
coccus Aureus. Esse aumento pode ser colocado em evidéncia por medida
da quantidade de polissaban’dio capsular produzida pelo métodos ELISA, tal
como descrita no exemplo 2.4 abaixo. Essas cepas de Staphylococcus Au-
reus que apresentam uma capacidade de secre¢ao aumentada sao denomi-
nados no &mbito da presente invengao cepas superprotetoras.

Entende-se,_. portan'to, no ambito da presente invengdo por “ce-
pas superprodutoras’ uma cepa de Staphylococcus Aureus que, apds cultu-
ra sobre um meio M1 ou M2 ou M3 produz uma quantidade de polissacaridio
capsular em mg/l, tal como determinada pelo métodos ELISA descrito no
exemplo 2.4, pelo menos 3 vezes, de preferéncia 5 vezes e vantajosamente
10 vezes superior, aquela produzida por cultura da mesma cepa de partida
sobre por meio de Poutrel (vide Poutrel, B et al. (1995). Clin Diagn Lab Im-
munol 2, 166-171 para um descritivo do meio ou o exemplo 1.1 abaixo) nas
mesmas condig¢des de cultura.

No caso de uma cepa recombinante, entende-se por "cepas su-
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perprodutoras" uma cepa de Staphylococcus Aureus recombinante que, a-
pés cultura sobre um meio de cultura M1 ou M2 ou M3 produz uma gquanti-
dade de polissacaridio capsular em mg/l, tal como determinada pelo método.
ELISA descrito no exemplo 2.4, pelo menos 2 vezes superior, aquele produ-
zido pela cultura da mesma cepa de partida sobre o meio TSB (vide exemplo
1.5 para um descritivo do meio) nas mesmas condicoes de cultura. '

Os inventores colocaram em evidéncia, de forma surpreendente,
que o processo de produgdo de cepas superprotetoras era aplicavel as ce-
pas de Staphylococcus Aureus T5 e as cepas T8. Os inventores também
observaram que o processo, de acordo com a invengdo, era também aplica-

vel as cepas recombinantes que foram modificadas geneticamente para su-

* perproduzir seu polissacaridios capsular. Os inventores demonstraram esse -

. aspecto, aplicando-se o processo, de acordo com a invengéo, a cepa C-

YL770 geneticamente modificada para produzir polissacaridio capsular T8
em grandes quantidades. A cepa apés cultura sobre meio M1 ou M2 ou M3
vé sua capacidade de secrecao em polissacaridio capsular T8 aumentar de ‘
um fafor 2, conforme descrito nos exemplos abaixo.
~ Entende-se, portanto, no &mbito da presente inveng¢éo por “ce-
pas de Staphylococcus Aureus" qualquer que expressa uma capsula ou mi-
crocapsula, compreendendo um polissacaridio de serotipo T5 e/ou T8. Po-
dem-se citar, a titulo de exemplo nao limitativo de cepas proriadas, as cepas
Newman (T5), Reynolds (T5), Lowenstein (T5), Becker (T8), ’Wright (T8) e
CYL 770 (T8) e CYL1892 (T5). | N
Essas cepas sd0 disponiveis junto a diversos institutos ou em
diversas cole¢des, pode-se em particular citar a cole¢do do Institut Pasteur
(CIP): Reynolds CIP 103313 , Cecker CIP103314, ou ATCC: Wright ATC

19525, Loweinstein ATCC 49521. No ambito da presente invengdo utilizam-

se, de preferéncia, as cepas CYL770 (T8) e Reynolds (T5). A cepa CYL770
é uma cepa Becker modificada geneticamente para produzir maiores quanti-
dades de polissacaridio capsular T8. Essa cepa pode ser vantajosamente
utilizada como cepa de partida no processo de produgao de cepas superpro-
dutoras, de acordo com a invengao, assim como nd processo de produgao
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do polissacaridio, de acordo com a invengdo. Um descritivo da cepa CYL770
é dado no artigo de Luong, T.T e Lee, C.Y (2002), Infect. Immun. 70: 3389-
3395. A cepa CY1892 designa a cepa de S. aureus recombinante, obtida a
partir de uma cepa Reynolds (CIP 103313) na qual o promotor do operon
cap 5 foi substituido pelo promotor constitutivo forte do operon cap1 da cepa
M de S. aureus, segundo o processo descrito por Luong et Lee (2002 Infect.
iImmun. 70: 3389-3395) com as seguintes modificagbes: as seqiiéncias ho-
mélogas foram substituidas por sequéncias equivalentes homologas da cepa
Reynolds, o plasmideo pCL52.2 foi substituido pelo plasmideo pCL10, con-
tendo uma origem de replicagdo tremossensivel e compreendendo um mar-
cador cat (cloranfenicol acetil transferase, conferindo uma resisténcia ao clo-
ranfenicol). Em resumo, um fragmento de ADN de aproximadaménte 1 kb,
contendo o ORF cap5 da cepa Reynolds fundido em um fragmento de apro-
ximadamente 250-bp, contendo o Pcap 1 promotor é construido pela técnica
de PCR por sobreposi¢do. Um fragmento de ADN de aproximadamente 1kb,
contendo a seqiiéncia a montante do gene cap5A é amplificado por pCR a

partir do genoma da cepa Reynolds. Os dois fragmentos sdo em seguida

clonados no plasmideo pCL10 portando uma origem de réplica sensivel &

temperatura e comportando um marcador cat, de modo que o promotor

Pcap5 seja substituido pelo promotor pCap1. O plasmideo assim construido

é em seguida eletroportado em uma cepa RN4220, depois introduzido por

transduccao como auxilio do bacteriéfago 52 na cepa Reynolds. A sensibili-

dade da origém de replicagdo a temperatura do plasmideo permite em se-
guida favorecer a recombinagao homdloga, bloqueando sua replicagao, apli-

cando uma selegéo pelo cloranfenicol.

Entende-se por "polissacaridio capsular’ no ambito da presente
invengdo os polissacaridios capsulares T5 e/ou T8 das cepas de Staphylo-
coccus Aureus, assim como os fragmentos que dai derivam.

Entende-se por "meio de cultura" no dmbito da presente inven-
¢@o um meio isento de proteina de origem animal. '

Por "proteina de origem animal”, sdo entendidas as proteinas

obtidas a partir de matéria de origem animal, assim, como qualquer produto
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derivado, tais como os derivados oriundos do tratamento quimico das protei-
nas animais. S0 entendidos também os produtos da hidrolise parcial ou
total dessas proteinas animais, tais como peptonas, 0s polipeptideos, os
peptideos ou os &cidos aminados que deles derivam.

O processo de producdo de uma cepa superprodutora, de acor-
do com a invengéo, compreende (a) uma etapa de cultura de uma cepa de
Staphylococcus Aureus. Segundo um modo de realizagao, a etapa de cultura
utiliza um meio de c’ultura M1 que compreende:

. 5 a 100 g de peptona vegetal,

. 0,5 a 20 g de extrato de levedo;

. 1 a 30 g de agucar;

. 1 a 200 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-

. siste em FeCls, e FeSQOy,

. 1 a 700 mg de um sal de magnésio selecionado no grupo que
consiste em MgCls; e MgSOs,,
. 0,1 a 50 mg de CaCly,
O a 50 mg de ZnCly,
. 10 a 250 g de NaCl, de preferéncia 58,5 g/I e

cujo pH esta compreendido em uma faixa de valores que vai de 6,2 a 7,5.

A fonte de nitrogénio protéico no meio M1 utilizado é fornecida
principalmente por uma peptdna vegetal. '

Entende-se por peptona vegetal' no d&mbito da presente inven-
¢do as peptonas selecionadas no grupo que consiste em: peptona de trigo e
peptona de ervilha. As peptbnas vegetais sdo geralmente sob a forma de |
hidroli.sados obtidos por tratamento enzimatico ou quimico das proteinas ex-
traidas .geralmente das paﬁes da planta que contém os mais fortes teores
em proteinas, tais como o gefme de trigo, por exemplo. Sdo utilizadas, de
preferéncia, plantas que nao foram modificadas geneticamente. No caso dos
tratamentos quimicos, o éxtrato protéico é submetido a agdo do &cido clori-
drico a quente sob pressdo. O hidrolisado é em seguida neutralizado pela
soda, depois livre dos subprodutos sélidos. No caso dos tratamentos enzi-
maticos, o extrato protéico é digerido habitualmente pela papaina. As pepto-
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nas obtidas sdo constituidas principalmente de uma mistura de acidos ami-
nados, e pequenos peptideos, cujo PM é < 1KD. Os peptideos, cujo PM é >
1 KD representam menos de 30% da mistura. Os preparados comerciais
referenciados com os nomes (Hy-Pea 7404 de Quest ref 5710565, Petona
de trigo E1 de Organotecnica ref. 19559) sdo exemplos de hidrolisados de
peptonas vegetais utilizdveis no &mbito da presente invengao . A concentra-
cdo de peptona vegetal utilizada no meio M1 é selecionado, considerando-se
o teor em nitrogénio protéico da peptona e considerando-se a concentragao
em extrato de levedo. Esse teor é calculado pelo método de Kjeldahl. Para
maiores detalhes, pode-se fazer referéncia, por exemplo, ao artigo de Lynch
J.M. et al, J. AOAC Int. (1999) 82 (6): 1389-98. Habitualmente, os teores em
nitrogénio protéico das peptonas vegetais selecionadas estao cofnpreendi-
dos entre 8% e 15% ((peso/pesb)). Nessa faixa de valores, a concentragao
em peptona vegetal utilizavel é de5a100¢g pbr litro de meio de cultura, de
preferéncia de 20 a 50 g/l e, em particular, 30 g/I. -

A fonte de nitrogénio protéico no meio M1 utilizado é fornecida
também pelo extrato de levedo. Os teores em nitrogénio protéico nos extra-

tos de levedo sdo geralmente de 9 a 13% (peso/peso). O extrato de levedo é

~ utilizado a uma concentragdo de 0,5 a 20 g/t de meio de cultura, e, em parti-

cular, a uma concentracdo de 5 g/l. O nitrogénio protéico do meio de cultura
pode também ser fornecido sob a forma de sais minerais, podem-se citar a
titulo de exemplo os sais de amdnio, tais como o cloreto ou sulfato. Esses
sais minerais podem ser utilizados a concentragbes que deverao ser ajusta-
das em fungao dos fornecimentos pelas outras fontés de nitrogénio.

As concentracdes em fontes de nitrogénio protéico sao ajusta-
das de tal modo qué o teor em nitrogénio protéico total ndo leva a um hiper-
catabolismo nitrogenado, podendo ser responsavel pelo acimulo de dejetos
toxicos no decorre da cultura. Por outro lado, para evitar o aparecimento de
um efeito inibidor substancial de um excesso de vitaminas fornecidas pelo
extrato de levedo, este & utilizado apenas como fonte secundaria de nitrogé-
nio protéico e, de preferéncia, a uma concentragéo de 5 g/l.

De acordo com um modo de realizagdo vantajoso, o meio de
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cultura M1 compreende por litro de meio 30 g de peptona, de preferéncia de
peptona de trigo e 5 g de extrato de levedo.

O meio de cultura compreende também uma fonte de agucar.

Entende-se por "fonte de agucar" no dmbito da presente inven-
cdo, qualquer fonte de agucar de origem nédo animal, metabolizavel pela bac-
téria, tal como a frutose, ribose, xilose, fucose ou glicose. Concentragdes da
ordem de 1 a 30 g/litro de meio de ccultura podem ser utilizadas. Para a gli-
cose, por exemplo, Uma concentragdo de 1 g/l é vantajosamente utilizada.

O meio de cultura M1 compreende também sais minerais e, em
particular, pelo menos sais, de preferéncia cloretos, de ferro, de magnésio,
de calcio, de zinco e de sbdio nas seguintes quantidades:

- de 1 a 200 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que
consiste em FeCls, e FeSO., e em particular 120 mg de FeCls, por litro de
meio de cultura; |

- de 1 a 700 mg de um sal de magnésio selecionado no grupo
que consiste em MgCl, e MgSQO4 e em particular 400 mg de MgCly, por litro
de me‘io de cultura; _

- de 0,5 a 50 mg de CaCly, e, em particular, 10 mg de CaCl,, por
litro de meio de cultura; | : '

- de 0 a 50 mg de ZnCl, e em particular 5 mg de ZnCl; por litro
de meio de cultura; e |

- de 10 a 250 g de NaCl, de preferéncia 58,5 g por litro de meio
de cultura. ‘ |

Os sais minerais de Fe, Ca e Mg sdo classicamente utilizados |
sob a forma hidratada. No ambito da presente invengdo os seguintes sais
hidratados foram utilizados nos meios de cultura: FeCls, 6 H20, MgClz, 6
H;0, CaCly, 2H,0. | |

O meio M1 apresénta um pH iniéial cdmpreendido em uma faixa
de valores que vai de 6,2 a 7,5, de preferéncia um pH de 65 para isto qual-
quer sal mineral classicamente utilizado por seu poder tampao e permitindo
obter um pH na faixa de valor indicada acima pode ser utilizado, se necessa-

rio. Para a determinacéo do pH, a medida do pH é feita com o auxilio de um
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pH - metro a temperatura ambiente.

O meio M1 pode também compreender agentes que regulam a
pressdo osmdtica, tal como glicerofosfato e/ou glicina-betaina a concentra-
coes de 1 a 10 mM para a glicina betaina e 50 a 100 mM para o glicerofosfa-
to, que pode ser vantajoso acrescentar, quando a concentragao em NaCl é
superior a 1 M (58 g¢/l). .

O meio de cultura M1 utilizado corresponde, de preferéncia, a
um meio liquido. Pode, todavia, se apresentar sob a forma solido. A forma
solida ou gelosada € obtida por adigdo ao meio liquido de uma substancia
gelificante, habitualmente o agar a uma concentragao de 10 a 30 g por litro
de meio de cultura. _ |

| De acordo com um modo de realizagdo vantajoso o méio de cul-
tura M1 compreende, e, de preferéncia, consiste em , por litro, 30 g de pep-
tona de trigo, 5 g de extrato de levedo, 1 g de D-glicose H20, 120 mg de Fe-
Cls, 6 H20, 400 mg de MgCl,, 6 H20, 10 mg de CaClz, 2 H20, 58,5 g de Na-
Cl, 5 mg de ZnCl,, 6,8 g de (NH4).SO, e 6 g de NH4C| e apresenta um pH
de 6,5. _

A etapa de cultura pode ser realizada por inseminagdo do meio
M1 com um inoculum, por exemplo com um CO680 nm inicial de 0,2, e incu-
bacao a 37°C durante um periodo, por ‘exe.mplo, de aproximadamente 48 a
72 horas em uma atmosferé contendo ou ndo COé a uma concentragéo de 5
a 10% (para o tipo 5 sem CO; e no caso da utilizagdo da cepa Becker com
CO,). O volume de cultura pode variar em funcdo das necessidades. Volu-
mes de 400 ml a 20 | ou volumes superiores, por exemplo, de 30 1 a 100 |
podem ser utilizados. De preferéncia, uma relagao volume do meio de cultu-
ra em relacdo ao volume do recipiente de cultura de 20% (V/V) € mantida.
Para os grandes volumes, a oxigenagéo é controlada e regulada durante a
cultura por um ajuste da pressdo em oxigénio e uma agitagao apropriada.

Em fungédo das necessidades, a etapa de cultura pode compre-
ender culturas sucessivas em volumes crescentes, a fim de aumentar a bio-
massa e a quantidade de polissacaridios produzidos.

De acordo com um modo de realizagdo vantajoso, o processo de
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produgdo de cepas superprodutoras compreende uma etapa de pré-cultura
sobre um meio de pré-cultura MO, compreendendo por litro:

. 1 a 30 g de peptona vegetal; -

. 0,5 a 20 g de extrato de levedo;

. 1 a 30 g de agucar, ,

. 1 a 200 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-
siste me FeClz e FeSOq;

. 1 a 700 mg de um sal de magnésio selecionado no grupo que
consiste em MgCl, e MgSOsu;

| . 0,1 a 50 mg de CaCly,

.0, 1 a 50 mg de ZnCl;

. 0 a 50 g de NaCl, de preferéncia 6 g/!; e
cujo pH esta compreendido em uma faixa de valores que vaode 6,2a7,5.

Para as definicbes dos diferentes componentes, pode-se repor-
tar as definicbes dadas acima em relagdo com o meio de cultura M1.

Ao contrario, no Ambito da etapa de pré-cultura, utilizam-se, de ,
preferéncia, 3,87 g ou 30 g de peptona, em particular de trigo por litro de
meio de pré-cultura. A concentra§éo em NaCl no meio MO é, de preferéncia,
de6g pdr litro. O meio de pré-cultura MO na etapa de pré-cultura €, de pre-
feréncia, seja um meio gelosado, 'compreendendo 3,87 g de peptona de trigo
por litro seja um meio liquido, compreendendo 30 g de peptona de trigo.por
litro. | |

De acordo com um modo de realizacao vantajoso, a etapa de
pré-cultura é utilizada por cultura da cepa sobre um meio de pré-cultura MO
compreendendo e, de preferéncia, consistindo em, por litro, 30 g de peptona
de trigo, 5 g de extrato de IéVedo, 1 g de D-glicose H20, 120 mg de FeCls, 6
H,0, 400 mg de MgCl,, 6 Hz0, 10 mg de CaCl,, 2 Hz0, 6 g de NaCl, 5 mg
de ZnCly, 6,8 g de (NH4)2SO4 e 6 g de NH4Cl e pH de 6,5.

De acordo com um outro modo de realizagéo vantajoso, a etapa
de pré-cultura é utilizada por cultura da cepa sobre um meio de pré-cultura
MO liquido ou gelosado e que compreende e, de preferéncia, consiste em
3,87 de peptona de trigo ou 30 g/L para o meio MO liquido, 5 g de extrato de
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levedo, 1 g de D-glicose H,0, 120 mg de FeCls, 6 H,0, 400 mg de MgCl>, 6
H,O, 10 mg de CaCly, 2 H,O, 6 g de NaCl, 5 mg de ZnCl,, 6,8 g de
(NH4),S0,4 e 6 g de NH4CI, pH = 6,5.

A etapa de pré-cultura permite uma amplificagdo do inoculum.
Ela pode ser realizada por inseminagéo do meio de pré-cultura MO com uma
cepa de Staphylococcus Aureus por exemplo a razao de 1.10” CFU e incu-
bagdo a 37°C durante um periodo que pode variar , por exemplo, de 5 a 20
horas, em uma atmosfera que contém ou ndo de 5 a 10% em volume de
CO, (sem CO; para o T5 e em presenga de CO no caso da utilizagao da
cepa Becker). A etapa de pré-cultura pode a fim de aumentar a biomassa
compreender pré-culturas sucessivs em volumes crescentes de meio MO. A
pré-cultura serve em seguida para inseminar o meio liquido M1. Para isto,
pode-se utilizar uma quantidadé de inoculum tal que DO680 nm inicial seja
de 0,2. O volume de cultura na etapa de pré-cultura pode variar classiéa-
mente de 400 ml a 20 I. De preferéncia, mantém-se uma relagéo volume do
meio de pré-cultura em relagao ao v'olurhe do recipiente inferior ou igual a
20%. |

Apés a etapa de cultura, as cepas assim produzidas podem ser
recuperadas por centrifugacdo e conservadas sob a forma de liofilizados ou
de congelados apds adi¢do de glicerol 20% ou ser utilizadas diretamente
para inseminar um maior volume de meio de cultura, ou ainda ser utilizadas
diretamente no processo de produgéo de polissacaridio capsular, segundo a
presente ihvengéo. | ' H

De acordo com um modo de realizagao Vantajoso, 0 processo de
produgdo tal como definido acima corresponde a um processo de producdo
de uma cepa Reynolds superprodutora.

De acordo com um outro modo de realizagéo vantajoso, o pro-
cesso de producéo tal como definido acima corresponde a um processo de
producdo de uma cepa CTYL770 superprodutora.

A presente invengdo se refere também as cepas superproduto-
ras de Staphylococccus aureus, em particular as cepas Reynolds, Becker et

CYL770, produzidas pelo processo, tal como definido acima.
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Os inventores realizaram um plano de experiéncia que mostra
que o meio de cultura M1 pode ser simplificado e substituido no ambito do
processo, segundo a presente invengdo por um meio M2, tal como definido
abaixo. ' |

De acordo com um outro modo de realizagdo, a etapa (a) utiliza,
portanto, um meio de cultura M2, compreendendo por I_itro de meio de cultu-
ra:

. 52,5 é 100 g de peptona vegetal, vantajosamente peptona de
trigo;

| . 0 a 82,5 g de NaCl, vantajosamente de 5 g a 82,5 g em particu-

lar 41 g/l de NaCl;
. 0 a 15 g/l de um sal de magnésio, vantajosamente de 0,01 a 15

- g/l, em particular 15 g/t de MgClz, 6H20 e

. 0 a7 g/l de agucar, vantajosamente de 0,25 a 7 g/l, em particu-
lar 0,25 g/l de D-glicose H2O,
cujo pH esta compreendido em uma faixa de valores de 6,3 a 6,7.

| Para a definicao dos termos utilizados, seréo feitas referéncias - |
as definigéés dadas acima em relagdo com o meio de cultura M1.

Os resultados do plano de experiéncia mostram que nao € ne-
cessario acrescentar acucar ao meio de cultura M2, quando a peptona vege-
tal continha um teor em aguéares total de pelo menos 5%. Esta pode com-
preender uma mistura de agucares, tais como: frutuose, glicose, manotriose,
rafinose, sacarose, estaquiose). Se esse nao for o caso, sera entao neces-
sario acrescentar ao meio de cultura uma outra fonte de aglcar. O agucar
pode entdo ser acrescentado a razao de 0,25 g/l a 7 g/l.

De acordo com um modo de realizagdo vantajoso, o meio de
cultura M2 compreende 0,25 g/l de agucar, em particular de D-glicose, H20.

O meio de cultura M2 pode vantajosamente conter um sal de
magnésio selecionado no grupo que consiste em MgCl; e MG SO, . Os in- -
ventores colocaram em evidéncia que a adigdo de um sal de magnésio per-
mite aumentar a robustez do meio de cultura (as faixas de variagao dos

constituintes sdo sensivelmente mais estreitos em presenga de MgCl). O
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cloreto de magnésio, em particular MgClz, 6 H20, pode, portanto, ser acres-
centado vantajosamente ao meio M2 em uma faixa de 0,01 g/l a 15 g/l de
meio de cultura. A melhor robustez é observada quando o meio M2 contém
15 g/l de MgClz, 6 H,O Concentragdes superiores em sal de magnésio, nao
acarretando um aumento suplementar da robustez.

Os inventores colocaram, também em evidéncia que a produtivi-
dade melhorada em polissacaridios é observada com o meio M2 em uma
ampla faixa de concentragdo que vai de 5 g/l a 100 g/l, vantajosamente de
5 g/l a 82,5 g/l de meio de cultura.

O plano de experiéncia tem, por outro lado, permitido que haja
uma forte interagdo entre a concentragdo em peptona e a concentragao em
NaCl. Faixas de concentragbes que podem ser utilizadas no émbitb dos pro-
cessos, segundo a presente invengéo , puderam assim ser definidas.

De acordo com um modo de realizagdo particularmente vantajo-
s0, 0 meio M2 tal como definido acima compreende 52,5 a 70 g de peptona
vegetal, vahtajosamente a peptona de trigo; e

5a37gde NaCl.

De acordo com um outro modo de realizagdo particularmente

vantajoso, o meio M2 tal como definido acima compreende 66 a 82,5 g de
peptona vegetal, vantajosamente a peptona de trigo, e 22 a 74 g de NaCl.

De acordo com um outro modo de realizagao particularmente
vantajoso, o meio M2 tal como definido acima compreende 60 a 90,5 g de
peptona végetal, vantajosamente a peptona de trigo, e 35 a 63,5 g de NaCl.

De acordo com um outro modo de realizagdo particularmente
vantajoso, o meio M2 tal como definido acima compreende 79 a 95 g de pep-
tona vegetal, vantajosamente a peptideo de trigo e 46 a 82, 5 g de NaCl.

Os meios M2, segundos esses 4 modos de realizagdo podem
vantajosamente conter 0,25 g/l de glicose, em particular D-glicose e 15 g/l de
MgCl,, 6 H0.

O meio de cultura M2 pode vantajosamente conter um sal de
magnésio selecionado no grupo que consiste em MgCl. € Mg SO, . Os in-
ventores colocaram em evidéncia que a adigao de um sal de magnésio per-
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mite aumentar a robustez do meio de cultura (as faixas de variagdo dos
constituintes sdo sensivelmente mais estreitas em presenga de MgClz). O
cloreto de magnésio, em particular MgClz, 6 HZO, pode, portanto, ser acres-
centado vantajosamente ao meio M2 em uma faixa de 0,01 g/l a 15 g/l de
meio de cultura. A melhor robustez é observada quando o meio M2 contém
15 g/l de MgCl,, 6 H,O. Concentragdes superiores em_sal de magnésio nao
acarretam um aumento supleméntar da robustez.

Os invehtores colocaram também em evidéncia que a produtivi-
dade melhorada em polissacaridios é observada com o meio M2 em uma
ampla faixa de concentragdes de NaCl. Com efeito, o NaCl pode seja estar
ausente, seja ser utilizado em uma faixa de concentragdo que vai de 5 g/ta
100 g/l, vantajosamente de 5g/I a 82,5 g/l de meio de cultura.

O plano de experiéncia permitiu, por outro lado, mostrar que haja
uma forte interacao entre a cohcentragéio e'r_n peptona e a concentragdo em
NaCl. Faixas de concentragc"ies que podem ser vantajosamen‘te utilizadas no -
ambito dos processos, segundo a presente invengdo puderam assim ser de-
finidas. |

‘ - De acordo com um modo de realizagdo particularmente vantajo-
S0, O meio M2, tal como definido acima compreende 52,5 a 70 g de peptona
vegetal, vantajosamente a peptona de trigo; e 5 a 37 g de NaCl.

De acordo com um outro modo realizagao particularmente vanta-
joso, o meio M2 tal como definido acima compreende 66 a 82,5 g de peptona
vegetal, vantajosamente da peptona de trigo, e 22 a.74 g de NaCl.

De acordo com ‘um outro modo de realizagdo particularmente |
vantajoso, o0 meio M2 tal como definido acima compreende 60 a 90,5 g de
peptona vegetal, vantajosam'ente a peptona de trigo, e 35 a 63,5 g de NaCl.

De acordo com um outro modo de realizagdo particularmente
vantajoso, o meio M2 tal como definido acima compreende 79 a 95 g de pep-
tona vegetal, vantajosaménte a peptona de trigo, e 46 a 82,5 g de NaCl.

Os meios M2, segundo esses 4 modos de realizagdo podem
vantajosamente conter 0,25 g/l de glicose, em particular D-glicose e 15 g/l de
MgClz, 6 HzO. |
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De acordo com um modo de realizagao particular, o meio de cul-
tura M2 compreende e vantajosamente consiste em 93 g/l de peptona de
trigo, 41 g/l de NaCl, 0,25 g/l de D-glicose, Hz0, e 159/l de MgClz, 6 H20,
cujo pH esta em uma faixa de valores de 6,3 a 6,7. Esse meio leva, por e-
xemplo, a um rendimento de 40 mg/I de polissacaridio T5 a partir de uma
cepa Reynolds.

Os inventores mostraram também por um plano de experiéncia
que um meio M2, tal comoAdef‘inido acima, no qual a peptona vegetal é subs-
tituida por 65 a 85 g, vantajosamente 75 g/l de extrato de levedo podia ser
utilizado nos processos, segundo a presente invengdo . Esse meio € deno-
minado meio de cultura M3. O meio de cultura M3, segundo a presente in-
vengéao compreende, portanto, por litros de meio de cultura: |

. 65 g/l a 80 g/l dev extrato de levedo, vantajosamente 75 g/l de.
extrato de levedo; v

. 0 a 82,5 g de NaCl, vantajosamente de 5g e a82,5 g, em parti-
cular 41 g/l de NaCl; |

. 0 a 82,5 g de NaCl, vantajosamente de 5 g a 82,5 g, em parti- -
cular 41 g/l de NaCl;

. 0 a 15 g/l de um sal de magnésio, vantajosamente de 0,01 a 15
g/l, em particular 15 g/l de MgCly, 6 H2O; e

. 0 a 7 g/l de agucar, vantajosamente de 0,25 a 7 g/l, em particu-
lar 0,25 g/l de D-glicose H.0,

. cujo pH esta compreendido em uma faixa que vai de 6 3a6,7.

Experiéncias suplementares mostraram que a faixa de peptona
vegetal (tal como definida acima) podia ser estendida até um valor de 200 g/l
de meio de cultura. Os meios M2 e M3, tais como definidos acima, contendo
uma peptona vegetal a razdo de 52,5 a 200 g/l sao, portanto, incluidos no
ambito da presente invengao .

A presente invencao se refere, portanto, também as cepas su-
perprodutoras de Staphylococcus Aureus, em particular as cepas Reynolds,
Becker e CYL770, CYL1892 produzidas pelo processo que utiliza o meio de

cultura M2 ou M3, tal como definido acima.
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De acordo com um outro aspecto, a presente invencao se refere,
portanto, a um processo de produgdo de polissacaridios -capsular, compre-
endendo: , R

(a) a cultura de uma cepa de Staphylococcus Aureus tal como
definida acima sobre um meio de cultura M1 ou M2 ou M3‘, tal como definido
acima,

(b) a inativagao da cultura assim produzida; e

(c) a recuperagao do polissacan’dio capsular.

" A etapa (a) de cultura do processo de producao de polissacari-
dios capsular pode ser realizada nas mesmas condigdes que aquelas descri-
taé acima em relagdo com a etapa (a) do processo de produgdo de cepas
superprodutoras e pode também ser precedida de uma etapa de pré-cultura,

- tal como descrita acima.

A cultura resultanté da etapa (a) € em seguida submetida a uma
etapa de inativagdo. |

A etapa de inativagao pode ser utilizada por tratamento da cultu-
ra com uma mistura fenol/etanol (V/V) a razao de 2% em volume ao final,
depois agitacao por exemplo corh o auxilio imantado a temperatura ambiente
durante 6 horas a 48 horas em funcdo da biomassa a tratar. A inativagao é
controlada por um teste de mortalidade. Para isso, 100 microlitros da cultura

tratada séo inseminados em mingau tripticase soja adicionado de 1/30 de

“soro de cavalo. As culturas sdo incubadas durante 48 H a 37°C em posicéo

estética, os bujdes de frascos de mingau permanecendo desaparafusados. A
inativacdo das culturas pode ser controlada pdr um método que compreende
uma etapa de amplificacdo em meio TSB (sem acréscimo de soro) sob agi-
tacdo a 37°C durante 16 a 18 horas, depois uma caixa de pétri de gelose
Columbia 2% NaCl é inseminada com 150 pL de cultura assim amplificada.
A caixa é ela propria colocada a 37°C durahte 16 a 18 horas, depois obser-
vada. Uma auséncia de cblénias prova da inativagdo conseguida da cultura -
tratada. A auséncia de bactérias confidveis se traduz por uma auséncia de
impulso apds 24 de incubagéo a 37°C. Uma vez que a mortalidade da cultu-

ra é estabelecida, recupera-se o polissacaridios capsular. A etapa de recu-



10

15

20

725

30

21

peragdo compreende uma extragdo do polissacaridio a partir das células.
Diferentes técnicas de extragdo foram descritas na literatura e podem ser
aplicadas no ambito da presente invengdo. Pode-se fazer referéncia, por
exemplo, aos artigos de Lee J.C. Infect. Immunu. 1993; 67. 1853-1858;
Dassy B. et al J. Gen. Microbiol. 1991; 137: ‘1 155 - 1162. Um método de ex-
tragao por autocavagem a 121°C ¢ ilustrada no exemplo 2.3. Uma técnica de
extracao utilizando a lisostafina é descrita no exemplo 2.5.

No caso da cepa CYL 770, a maior parte do polissacaridio é se-
cretada no que flutua de cultura e pode, portanto, ser recuperada diretamen-
te a partir deste. Para isto ao final da cultura, o meio é centrifugado e o resi-
duo celular é eliminado.

O polissacaridio capsular resultante pode em seguida Se neces-
sario ser purificado. Diferentes técnicas de purificagdo foram descritas né
literatura e podem ser aplicadas no ambito da presente invengédo . Pode-se
fazer referéncia, por exemplo, aos artigos de Lee J.C. et al 1987; 55: 2191-
2197; Fattom A. et al Infect. Immun. 1990; 58: 2367-2374. Um técnica de
purificagcdo é ilustrada no exemplo 2.5.

A analise da composicao molar em monossacarideo e a analise
por RMN do préton a 500 MHz mostram que se obtém um polissacaridio,
cuja estrutura esta de acordo com aquela descrita na literatura com uma ta-
xa de O-acetilagdo superior a 70% e uma taxa de pureza de pelo menos

70%. Os residuais estdo presentes no produto final a razéo de aproximada-

mente 0,5 a 3% (p/p) de residuais de natureza protéica e menos de 0,1%
(p/p) de &cidos nucléicos residuais e menos de 5% (p/p) de &cido lipotecoico
e de acido tecdico residuais.

A quantidade de polissacaridio capsular obtida pode ser avaliada
pela técnica ELISA, tal como descrita no exemplo 2.4.

O processo de produgado de PS, segundo a invengéo, pode, por-
tanto, ser utilizado vantajosamente para produzir polissacaridio T5, de prefe-
réncia a partir de uma cepa Reynold, tal como CIP 103313 e polissacaridio
T8, de preferéncia a partir da cepa CYL770.

Segundo um outro aspecto, a presente invengao se refere, por-



10

15

20

25

30

22

tanto, a um meio MO, tal como definido acima adaptado a cultura de Staph-
ylococcus Aureus. '

Entende-se no Ambito da presente invengdo por "meio adaptado.
a cultura de Staphylococcus Aureus’ um meio que permite obter, por um la-
do, um aumento da biomassa de um fator de pelo menos 10, tal como de-
terminada pela medida da densidade 6ptica a 680 nm_ e, por outro lado, uma
confiabilidade tal como a relacdo DO/CFU, seja de pelo menos 1 Unidade de
DO = 108 CFU/mI. Para determinar essa relagdo DO/CFU, a suspensao bac-
teriana cu'ja densidade optica foi medida com o auxilio de um- espectrofotd-
metro é diluida em um tampao PBS, utilizando diluigdes de razéo 10. O nu-
mero de CFU contidas nessas diluicdes é avaliado apos inseminagao destas
sobre uma caixa de Pétri, contendo um meio nutritivo (tal como a gelose Co-
lombia). Apés incubagdo 24 horas a 37°C, as bactérias confiaveis sao com-
putadas e a cofrespondéncia entre o nimero de bactérias confiaveis expres-
sa em Unidade que formam coldnias (CFU) e a densidade 6ptica (DO) pode
assim ser estabelecida.

| De acordo com um outro aspecto, a presente invengédo se refere -

também aos meios de cultura M1, M2 e M3, tais como definidos acima adap-
tados a superprodugdo de polissacaridio capsular de Staphylococcus Au-
reus.

Entende-se no ambito da presente invengdo por "meio adaptado
a superprodugéo de polissacaridio capsular’ um meio que leva a um aumen- _
to da capacidade de secre¢do em polissacaridio capsular de uma cepa Sta-
phylococcus Aureus que se traduz por uma pfodugéo de polissacaridio cap-
sular, .tal como determinada por um teste ELISA, tal como definido no exem-
plo 2.4 pelo menos 3 vezes, de preferéncia pelo menos 5 vezes e, em parti-
cular, pelo menos 10 vezes sUperior aquela produzida pela cultura da mes-
ma cepa de partida nas mesmas condi¢6es de cultura, mas sobre o meio de
Poutrel.

No caso das cepas recombinantes, considera-se que o0 meio é
adaptado a superprodugdo de polissacaridio capsular, se conduzir a um au-

mento da capacidade de secregdo em polissacaridio capsular de uma cepa
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de Staphylococcus Aureus recombinante que se traduz por uma produgao
de polissacaridio capsular, tal como determinada por um teste ELISA, tal
como definido no exemplo 2.4, pelo menos 2 vezes superior aquela produzi-
da pela cultura da mesma cepa de partida nas mesmas condigbes de cultu-
ra, mas sobre o meio TSB.

A presente invengdo vai ser descrita de forma mais detalhada
nos exemplos 'que seguem que sdo dados a titulo puramente ilustrativo da
invengdo e nao podem em nenhum caso ser considerados como limitando o
alcance desta.

EXEMPLO 1: Preparo dos Meios de Cultura
' Em uma primeira etapa, solugbes maes de cada um dos compo-
nentes sdo preparados. Para isso, os componentes sdo pesados svobre uma

balanca de preciséo e dissolvidos em agua ultrafiltrada (salvo indicagao con-

traria). As solugdes assim obtidas sdo em seguida filtradas sobre Stericup

0,22 micron e armazenadas a + 4°C ao abrigo da luz. As solu¢gdes maes de
peptonas de trigo, de extrato de levedo é de FeCls, sdo preparadas extem-
poraneamente. '
1.1, Méio de Poutrel ,

O meio de Poutrel é preparado conforme indicado no artigo de
Poutrel et al., (poutrel, B et al. (1995). Clin Diagn Lab Immunol 2, 166-171)

por mistura das diferentes solugdes maes. O pH é em seguida ajustada em 7

por acréscimo de NaOH 30%, depois o meio € filtrado sobre 0,22 micron.

| A composicdo final em g/l de meio é: L-Cistina: 0,24 g/l; L-
Aspartico acido: 2,4 g/L; L-Glutamico acido: 2,4 g/L; L-proline: 2,4 g/L; L-
Arginina: 0,36 g/L; L-Glicina: 2,4 g/L; L-Histidina: 0,48 g/L; L-lisina HCI: 0,6
g/L; L-Serina: 2,4 g/L; L-Valina: 0,48 g/L; L-Tirosina: 0,18 g/L; L-Treonina: 2,4
g/L; L-Alanina: 2,4 g/L; L-Isoleucina: 0,6 g¢/L; L-leucina: 0,6 ¢/L; L-
Fenilalanina: 0,2 g/L; L-Triptofano: 0,06 g/L; L-Metionina: 0,18 g/L; D-
Glicose: 10 g/L; Acido nicotinico: 11,94 mg/L; Tiamina HCI: 0,6 mg/L; Aménio
Slfato: 6,84 g/L; Potassio di-hidrogenofosfato: 1,34 g/L; Sddio difosfato:
14,38 g/L; Calcio cloreto: 5 mg/L; Cobalto cloreto hiexa-hidratado: 2,4 mg/L;
Sulfato de cobre: 0,5 mg/L; Sulfato de manganés: 5,6 mg/L; sddio cloreto:
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5,8 mg/L; cloreto de zinco: 3,4 mg/L; cloreto de ferro: 27 mg/L; Magnésio
sulfato: 247 mg/L.
1.2. Os Meios MO Gelosado, MO Liquido, M1

Para o meio MO gelosado:

Em uma primeira etapa, 150 ml de base gelosada sao prepara-

dos por dissolucao de 3 g de agar em 150 ml de HzO ultrafiltrada. A compo-
sicdo resultante é colocada no banho-maria fervente até desaparecimento
dos graos de égar‘ (aproximadamente 30 minutos), depois esterilizada no
auto clave durante 30 minutos a 116°C.

O meio MO gelosado é em seguida preparado por mistura das
diferentes solu¢des maes na ordem indicada na composic¢ao abaixo), filtra-

gem da mistura resultante sobre estericup 0,22 micron e adigao da mistura .

. assim obtida sob 50 mL & base gelosada de forma a se conseguir um meio

contendo em g por litro: |

Peptona de trigo: 3,87 g; extrato de levedo: 5 g; D-glicose H.O:
1 g; NaCl: 6 g; MgCl,, 6 Hp0, 0,4 g; (NH4). SO, : 6,8 g; NH4CI: 6 g; FeCls,
6 Ho0 : 120 10° g; ZnCl: 5 10-3 g; CaCla, 2H,0: 10 10-3 g.

.8_ caixas de pétri sdo em seguida escoadas.

A peptona de trigo que foi utilizada corresponde a peptona de
trigo de Organotecnia (ref. 19559). O extrato de levedo utilizado corresponde
ao extrato de Beckton Dickinson (ref 212750):

Para o meio MO liquido: 7

O meio MO liquido é preparado por mistura das diferentes solu-
¢bes maes na ordem indicada na composicao abaixo e filtragem da mistura
resultante sobre estericup 0,22 micron de forma a se conseguir um meio
contendo em g por litro: | |

peptona de trigo: 30 g; extrato de levedo: 5 g; D-glicose Hz20: 1g;
NaCl: 6 g; MgCly, 6 H20, 0,4 g; (NH4), SO4 :. 6,8 g; NH4Cl: 6 g; FeCls, 6 HO
£ 120 10° g; ZnClo: 5 10-3 g; CaClz, 2H0: 10 10-3 g; pH = 6,5.

Para o meio M1 '

O meio M1 é preparado por mistura das diferentes solugdes

méaes na ordem indicada na composicdo abaixo e filtragem da mistura resul-
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tante sobre estericup 0,22 micron, de forma a se conseguir um meio conten-
do em g por litro:

Peptona de trigo: 30 g; extrato de levedo: 5 g; D-glicose H20:
1 g; NaCl: 58,5 g; MgCl,, 6 H20, 0,4 g; (NH4), SO, : 6,8 g; NH4,Cl: 6 g; FeCls,
6 H,O : 120 10° g; ZnCl,: 5 10-3 g; CaCly, 2H,0: 10.10-3 g.
1.3. Gelose Columbia 2% NaCl

Para 1 litro de meio, 449 de Columbia "Blood Agar Base" (Difco
ref 279240) sao pesados, depois sdo acrescentados 500 ml de H,O ultrafil-
trada estéril. A mistura obtida é incubada no banho-maria a 100°C, durante
aproximadamente 30 minutos (até completa dissolugdo e obtencao de uma
solucdo limpida). 500 ml de HO ultrafiltrada estéril sao em. seguida acres-

centados. A solugdo é repartida em frascos Schotts de 200 ml, depois esteri-
lizada por autoclave a 116°C, durante 30 minutos. Os meios sdo em seguida
mantidos a 55°C (banho-maria), antes de serem escoados em caixas de pé-
tri (25ml/caixa). Antes de escoar as caixas, sdo acrescentados 13,3 mi de
NaCl 30% (filtrado 0,22 um) por frasco dé 200 ml para se obter uma concen-
tracao final de 2% ( = 2g/100 ml).
1.4. "Trytic Soy Agar" (GTS) |

Para 1 litro de meio, 40 g de "Trytic Soy Agar"(Difco ref. 236950)

sdo pesados, depois sdo acrescentados 500 ml de H20 ultrafiltrada estéril. A
mistura obtida é incubada no banho-maria a 10vO°C, durante aproximada-
mente 30 minutos (até completa dissolugéo e obtengao de uma solugéo lim-
pida). 500 ml de H,O ultrafiltrada estéril sdo em seguida acrescentadas. A
solucdo é repartida em frascos Schotts de 200 ml, depois esterilizada por
autoclave a 116°C durante 30 minutos. Os meios sdo em seguida mantidos
a 55°C (banho-maria) antes de serem derramados em caixas de pétri (25
mi/caixa).
1.5 Mingau "bacto Tryptic Soy" Broth (TSB)

Para 1 litro de meio, 30 g de "Bacto Trytic Soy" (Difco Ref.
211825) sdo pesados, depois sdo acrescentados 500 mL de HzO ultrafiltrada
estéril. A mistura obtida é incubada no banho-maria a 100°C durante apro-

ximadamente 30 minutos (até completa dissolugao e obtengao de uma solu-
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¢ao limpida). 500 ml de H,O ultrafiltrada estéril sdo em seguida acrescenta-
das. A solugdo é repartida em frascos Schotts de 200 ml, depois esterilizada
por autoclave a 116°C durante 30 minutos. Os meios sdo em seguida manti-
dos a 55°C (banho-maria) antes de serem derramados em caixas de pétri
(25 mi/caixa).
EXEMPLO 2: Avaliagdo da Produgéo de Polissacaridio Capsular de Tipo 5
(CP5) em Diferentes Condi¢des de Cultura |
2.1. Cultura da cepé Reynolds

Congelados foram preparados de duas formas diferentes, se-

gundo o fato de se desejar colocar em condigdes sem cOmpostos de origem
animal ou em condi¢des padrao. Para as condigdes padréo, um liofilizado de

origem é retomado sobre uma gelose Colombia+ 2% NaCl. Esta ultima é

~ cultivada durante 18 horas a 37°C com ou sem CO, em funcgéo da cepa. A

cultura é de novo repicada sobre uma nova caixa de gelose durante 4 horas

‘a 37°C para serem obtidos germes em fase exponencial de crescimento. A

cultura é entdo recuperada em mingau trypticase soja ao qual séo acrescen-
tados 20% de glicerol. No caso em que as condigdes isentas de compostos -
de origem a.n‘imal sdo requeridas, a pré-cultura é realizada sobre meio M0 18
horas a 37°C, depois o inoculum serve para repicar um meio liquido MO. O
congelamento ¢ feito também ap6s adi¢éo de glicerol 20%.

Um congelado Réynolds de 100 uL obtido pelo primeiro método -
citado acima é retomado em 900 uL de PBS.

Inseminam-se duas caixas de pétri de meio MO gelosado e duas
caixas de pétri de gelose columbia 2% de NaCl em camada com 150 uL de
suspensao bacteriana por caixa e incuba-se 18-20 horas a 37°C.

As camadas sdo raspadas a esse e suspensas de novo em 5 ml
de PBS. A DOggonm das suspen\sées ¢ medida e permite determinar o volume
de pré-cultura necessario para inseminar os erlens de 50 mL a DOegonm =
0,2. |

A pré-cultura sobre Gelose Columbia 2% NaCl € utilizada para
inseminar um erlen de meio de Poutrel, e a pré-cultura sobre MO gelosado
(18-20 H a 37°C) ¢ utilizada para inseminar um erlen de meio MO liquido e
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um erlen de meio M1. Os volumes séo varidveis em fungdo dos testes, mais
freqUentemente 50 ml. Para manter uma boa oxigenagao, o volume de meio
é inferior ou igual a 20% do volume do erien.

Apos verificagdo das DOggonm iniciais, os erlens sdo colocados
sob agitacdo (x 100 tpm) a 37°C.

A sequiéncia das culturas é feita por medida da DO a 680 nm em
to, tan, toan, tash, tasn, tsen, € tzon, © PH inicial &€ medido assim como em 72 horas
de cultura. Os resultados obtidos sobre as culturas de 50 ml estdo consigna-

dos nas tabelas 1 e 2 abaixo.

Tabela 1
Cepa Meio de DO/CFU para Des_vjo
: Pre-cultura DO680 =1 Padrao
Reynolds Gelose Columbia 5,3E + 08 8,2E + 07
2% NaCl
Reynolds MO Gelosado 4,2E + 08 1,7E + 08
Tabela 2: Medida da DO 680 nm
Tempo em Horas Poutrel MO liq. M1
0 0,2 0,2 0,2
8 2,8 2,6 2,7
24 6,7 6,2 4,0
32 9,1 A 8,0 4,7
48 - 10,1 8,4 6,1
56 8,6 8,7 6,4
72 8,1 8,6 5,7
pH inicial 7 6,5 6,5
pH final 8,5 8,5 8,5

2.2. Inativacao da Cultura
As 72 horas as culturas sdo repartidas em 4 frascos schott de 1

L contendo cada um 750 mL de cultura.
S3ao acrescentados 15 mL de fenol/etanol (v/v) para 750 ml de
cultura seja 2% final e agita-se a mistura com o auxilio de uma barra imanta-

da a temperatura ambiente durante 48 horas aproximadamente.
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O teste de mortalidade é realizado da seguinte forma:

100 ul de cultura tratada s&o aferidos sobre gelose Columbia 2%
NaCl e A

100 wl de cultura tratada sao inseminadas em mingau trypcase
soja + 1/30 soro de cavalo, depois se incuba durante 48 horas a 37°C (os
bujoes dos frascos de mingau trypcase soja sdo desaparafusados). As cultu-
ras assim inativadas sdo utilizadas para extrair o polissacaridio e avaliar a
quantidade produzida por ELISA. |
2.3. Extracdo do Polissacaridio Produzido

As culturas de 72 horas inativadas sdo em seguida centrifugadas
durante 30 minutos a 3500 rmp a + 4°C, o que flutua de cultura sao separa-

dos e armazenados a + 4°C. Os residuos sdo retomados em 5 ml de PBS e

. autoclavados durante 60 minutos a 121°C, depois centrifugados durante 30

minutos a 25000 g + 4°C. O qué flutua (extrato 1) é recuperado. Os residuos
sdo retomados em 5 mL de PBS, autoclavados durante 60 minutos a 121°C
e centrifugados durante 30 minutos a 25000 g +4°C. O que flutua (extrato 2)
é rchperado. Os extratos 1 e 2‘ sdo reunidos e tratados a proteinase K 50
pg/mi 1H a 37°C, depois a proteina ¢é inativada durante 20 minutos a 75°C.
2 4. Avaliacdo da Quantidade de Polissacaridio Produzida por ELISA

Os sera policlonais dirigidos contra a capsula de tipo 5 ou de tipo

8 foram produzidos segundo o método descrito por Karakawa et al. J Clin
Microbiol. 1985 set; 22(3): 445-7. Os monoclonais utilizados foram produzi-
dos pelo protocolo, tal como descrito por Hochkeppel et al. J Clin Microbiol.
1987 mar; 25 (3): 526-30 e nos foram transmitidos pelo Institut Pasteur.

A quantidade de polissacaridio capsular produzida € determina-
da por ELISA. Para isto, um teste ELISA colocado entre 2 elementos é feito»'
sobre placas de 96 cavidades (Nunc, Roskilde, Danemark). Em uma primeira
etapa, deposita-se nas cavidades um anticorpo monoclonal anti-CP5 (1 mi-
crograma por ml em tambéo carbonato de sodio 0,05 M pH = 9,6 (sigma) -
100 ng/cavidade), as placas sdo incubadas durante toda a noite a 4°C. As
placas sdo em seguida lavadas 4 vezes com 300 microlitros por cavidade de
tampao PBS (Eurobio) adicionado de 0,05% de tWeen 20 (Sigma) (PBS-
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Tween), depois saturadas durante uma hora a 37°C com 250 microlitros por
cavidade de PBS-Tween adicionado de 1% (v/p) de BSA (Eurobio) (PBS-
Tween-BSA). As placas sdo em seguida lavadas em trés vezes com a solu-
cao PBS-Tween.

Diluigdes em série de um fator 2 dos extratos da etapa 2.3 por
utilizagdo da solugdo PBS-Tween-BSA sdo realizadas e acrescentadas a
razdo de 100 microlitros por cavidade. As placas sao incubadas durante 90
minutos a 37°C, depois lavadas 4 vezes com PBS-Tween. Anticorpos poli-
clonais de coelho anti-CP5 produtos segundo o protocolo de Karakawa (Ka-
rakawa et al., 1985, J. Clin. Microbiol. 1985, set; 22(3): 445-7) séo diluidos
em PBS-Tween-BSA (1/2000), depois acrescentados as caVidades a razao
de 100 microlitros por cavidade, e incuba-se durante 90 minutos 'a. 37°C. As
placas sdo em seguida lavadas .4 vezes com PBS-Tween. O conjugado IgG
de cabra anticoelho - peroxidase (Southern biotech), diluido em PBS-Tween-
BSA (1/6000) é acrescentado a razdo de 100 microlitros por cavidade e in-
cuba-se durante 1 hora a 37°C. AS pIacaS sdo lavadas 8 vezes com 300 mi-
crolitros de PBS-Tween por cavidade e sdo acrescentados 100 microlitros
por cavidade de uma solug&o de substrato TMB (TEBU), depois se incuba
no negro durante 15 minutos & temperatura ambiente (aproximadamente
22°C). A reagdo enzimatica é parada por adi¢do de 100 microlitros de H3PO,4
1M (sigma) por cavidade. | |

Uma leitora de placa automatica (Versamax) mede em seguida a
densidade Optica a 450 nm. O valor da prova é subtraido e a quantidade
avaliada por comparagdo com uma curva aferida. _

Os resultados estao consignados na tabela 3 abaixo.
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Tabela 3
Dosagem ELISA CP5
(X3)
(No Residuo)
Meio Volume Média
de Pré- de S0680 | DO680 (ng/ml Desvio
Cultura | Cultura | Inicial Final de Padrao
Cultura .
(ml) cultura)
Poutrel | Gel. Col. 50 0,2 8,1 3,6 0,3
2% NaCl .
MO MO Gelo- 50 0,2 8,6 9,7 1,2
liquido | sado
M1 MO Gelo- | 50 0,2 57 36,0 1,5
sado

2.5 - Extracao e Purificagao do Polissacaridio CP5

A cepa Reynolds é cultivada como descrito no ponto 2.1 Segun-
do um protocolo, que compreende uma pré-cultura sobre meio M0 gelosado,
depois uma cultura em 400 mi de meio M1 em erlens. As culturas sao agru-
padas para serem obtidos 3 litros de cultura a partir dos quais se extrai e se
purifica o polissacaridio T5 produzido. ' |

- A integralidade da cultura é inativada por tratamento ao fenol-
etanol (V/V 2% final), depois centrifugada 30 minutos a 25000 g. Um residuo
de aproximadamente 10,9 g de germes inativados umidos por litro de cultura
é obtido. |

Os germes s&o colocados em suspensao a razéo de 0,5 g/ml de
Tris 50mM, MgSO4 2 mM, pH 7,5. Uma solugdo aquosa de lisistafina a 5
mg/ml é acrescentada, de forma a se obter uma concehtragéo final de 100
ng/ml. Apds incubagdo de 4 horas a 37°C sob agitagdo magnética, acres-
centa-se uma solugdo de benzonase a 5 U/ml final e a incubag&o é feita du-
rante 2 horas a 37°C sob agitagdo magnética. |

Ap6s centrifugagdo (25000 g, 30 mn), o que flutua da extracéo e
coletado, resfriado e ultrafiltrados . O que flutua é previamente diluido em % |
em Hp0, para se obter um volume suficiente para o sistema de ultrafiltragem.
A ultrafiltragem é feita sobre 2 caixas UF 50 kD nas seguintes condigoes:
H,O: 10 volumes; depois Tris 50 mM pH 8,0: 3 volumes. O volume de reten-
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tado permanece constante no decorrer da ultrafilttragem. O retentado consti-
tui o que é denominado o extrato CP5.

O extrato CP5 é incubado a 37°C em presenga de MgClz (1 mM
no final) e de benzonase (5U/ml final seja ~ 40 U por grama de germes umi-
dos tratados) sob agitagdo. Apds 3 horas de incubagéo, agita-se a benzona-
se a uma concentragéo final de 50/ml, a incubagéo é contido cada durante 3
horas. Uma solucdo aquosa de pronase a 10 mg/mi é adicionada de forma a
obter uma concentracgao final de 4U/ml (seja ~ 30U por grama de germes
umidos tratados), adicionada de CaCl,, a uma concentragéo final de 1 mM. A
mistura é entdo incubado durante 15 horas a 37°C. Uma ultrafiltragem 50 kD
é realizada a fim de eliminar os fragmentos de acidos nucléicos’ e de protei-
nas sobre 2 caixas UF 50KD nas seguintes condi¢ées: H2O: 10 volumes,
depois Tris 50 mM pH: 8,0: 3 volumes. O volume de retentado permanece
constante no decorrer da ultrafiltragem. Ao retentado anteriormente obtidb e
acrescentado: Mg Cl, TmM em final, Benzonase 0,1 U/ml em final e incuba-
se 3 horas sob agita¢ao maghética.

Uma solugéo aquosa de pronase a 10 mg/ml € acrescentada a
uma concentracdo final de 0,1 U/ml, adicionada de CaCly, a uma concentra-
cao final de 1 mM, depois se incuba durante 2 horas a 37°C.

Uma ultrafiltragem sobre 2 caixas UF 30KD € entao feita nas
seguintes condigdes: H.0: 10 volumes, depois Tris 50 mM pH 7,5: 3 volu-
mes. O retentado obtido apresenta um precipitado/turvo esbranquigado que
é eliminado por centrifugagao a 8000 g/30 min.

Uma etapa de purificacdo sobre cromatografia de troca de ions €
em seguida realizada. Ela permite a eliminagdo dos residuais, notadamente
o acido teicéico (TA) e o acido lipoteicdico (LTA).

As seguintes condigdes sdo utilizadas: trés colunas Hi Trap Q
HP de 5 ml sdo conectadas em série (Ref.: Amersham 17-1154-01); Tampao
de equilibrio: tris 20 mM pH 7,5: Vaz&o: 2 ml/min; Injecao da amostra em
tampao de equilibrio.

Purificagao:
- Tris 20 mM PH 7,5: 5 volumes de coluna
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- gradiente Tris 20 mM PH 7,5 NaCl 0-0,5 M: 10 volumes de co-
luna

- Tris 20 mM, NaCl 0,5 M Ph: 7,5: 5 volumes de coluna

- gradiente Tris 20 mM pH 7,5 NaCl 0,5-1M: 5 volumes de coluna

- Tris 20 mM, NaCl 1 M Ph 7,5: 5 volumes de coluna

- Tris 20 mM Ph 7,5: 5 volumes de coluna.

A purificagao é seguida por medida da absorbéncia 206 e 280
nm. Uma analise por CZE permite identificar os diferentes componentes puri-
ficados no decorrer da cromatografia. O polissacaridio CP5 é purificado a
uma concentragdo em NaCl compreendida entre 0,2 M e 0,3 M. Nas condi-
cdes cromatogréaficas utilizadas, este € bem separado dos residuais. Nota-
damente, o acido teicdico que é purificado entre 0,36 M e 0,48 M em NaCl e
o acido lipoteicdico que é purificado que é purificado entre 0,74 M e 0,86 M
em NaCl. | |

As fragdes contendo o CP5 sdo reunidas e dialisadas a +4°C
contra 20 volumes de uma solugdo aquosa de NaCl 0,5 M (2-3 banhos), de-
pois cbntra a agua ultrafiltrada 20 volumes (3-4 banhos). O Tris é assim eli- -
minado. =
0 produto purificado ¢ liofilizado e conservado a -20°C.

A partir de 3 litros de cultura, séo obtidos 74 mg de polissacari-
dio capsular T5 em fim de purificagdo. As caracteristicas do produto estao

consignadas na tabela 4 abaixo.

Tabela 4
Dosa- O-acetilA O-acetilA
gem (CP em (CP ]
CP5 peso de pd) | dosagem Proteinas ADN
CE)
Método . . Micro BCA ,
Analitico RMN Colorimetria Direto Picogreen
rZTaer;o Mmo | Mmo | Mmo | Mmo | % P/P em 7&;/: ée(r)n
Unidades a0 p%so Is/mg | Is/mg | Is/m | Is/m Relagao Pesog de
de po CP | UR | gCP | gUR | Peso ‘de P6 | PG
Resulta- | 80% 1,32 [{0,87 (1,65 [ 1,08 |2,7% <0,1%
dos
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EXEMPLO 3: Avaliagdo da Produtividade de Polissacaridios Capsulares de
Tipo 8 (CP8) em Diferentes Condig¢des de Cultura.
A avaliacdo é realizada sobre as cepas Becker et CYL770.

3.1. Cultura da Cepa Becker
Os congelados sdo de duas formas diferentes segundo o fato se

colocar em condicdes sem compostos de origem animal ou em condi¢des
padrao. Para as condicbes padrdo, um liofilizado de origem é retomado so-
bre um gelose Colombia + 2% NaCl. Esta é cultivada 18 horas a 37°C com
ou sem CO, em fungdo da cepa. A cultura é de novo repicada sobre uma
nova caixa de gelose durante 4 horas a 37°C para serem obtidos dos ger-
mes em fase exponencial de crescimento. A cultura é, entdo, recuperada em
mingau tripticase soja ao qual sdo acrescentados 20% de glicerol; No caso
em que as condi¢Oes isentos de compostos de origem animal séo requeri-
dos, a pré-cultura é realizada sobre meio MO 18 horas a 37°C, depois 0 ino-
culum serve para repicar um meio MO liquido. O congelaménto é feito tam-
bém ap6s adigdo de glicerol 20%.

Um congelado de 100 pl Becker preparado segundo o método
em mingau tripticase soja é retomada em 900 ul de PBS. Trés caixas de pé-
tri de MO gelosado, duas caixas de pétri de gelose columbia 2% NaCl, e uma
caixa de peétri GTS sao inseminadas em'camadavcom 150 ul de suspenséo
bacteriana por caixa. As caixas sdo incubadas durante 18/20 h a 37°C +5%
CO.. |

As camadas sao raspadas nesse e suspensas novamente em 5
ml de PBS.

A DOgsonm das suspensbes é medida, e permite determinar o
volume de pré-cultUra necessario para inseminar os erlens de 50ml a
DOeggonm = 0,2.

A pré-cultura sobre gelose columbia 2% NaCl é utilizada para
inseminar um erlen de meio de Poutrel, a pré-cultura sobre GTS ¢é utilizada
para inseminar um erlen de TSB, e a pré-cultura sobre meio MO gelosado e
utilizado para inseminar em erlen de meio de MO liquido € um erlen de meio
M1.
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Para manter uma boa oxigenagdo, o volume de meio € inferior
ou igual a 20% do volume do erien.

Apos verificagdo das DOggonm iniciais, os erlens sdo colocados
sob agitagdo x100 tpm a 37°C.

Experiéncias similares s@o realizadas em erlens contendo 400
ml de meio de cultura.

3.2. Cultura da cepa CYL770
Para a cepa recombinante CYL770, o método de preparo dos

congelados utiliza uma repicagem do congelado inicial sobre meio TSB ou
sobre um meio MO liquido. A cultura é feita durante 5 horas a 37°C sob agi-
tacdo. O congelamento ¢é feito apds adigao de 20% de glicerol no meio.

Um congelado de 1 ml CYL770 assim obtido é retomado por 10
ml de meio MO, depois colocado em erlen de 50 ml e incubado durante 18/20

horas a 37°C sob agitacao x100tpm. Um segundo congelado CYL770 é re-

‘tomado em 10 ml de meio TSB, depois colocado sob agitacdo nas mesmas

condigbes que anteriormente.

AS DOggonm das pré-culturas liquidas é medida, e permite deter- -
minar o volume de pré-cultura necessario para inseminar os erlens de 50 ml
a DOSSOnm = 0,2.

A pré-cultura em TSB permite inseminar um erlen de TSB, a pré-
cultura em MO liquido permite inseminar um erlen em meio M1. Para manter
uma boa oxigenac&o, o volume de meio ¢ inferior ou igual a 20% do volume
do erlen.

Apbs verificagéol das DOssgonm iniciais, os erlens s@o colocados
sob agitacdo x100 tpm a 37°C. _

Experiéncias similares sdo realizadas em erlens contendo 400
ml de meio de cultura. ‘ ’

3.3- Acompanhamento das Culturas
O acompanhamento das culturas é feito por medida da DO a-

680 nm em to, tgn, toan, tan, tasn, tsen € t7on.
O ph inicial é medido assim como 72 horas de cultura. Os resul-

tados das culturas de 50 mi sdo consignados na tabela 5 abaixo.
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Tabela 5
Becker CYL770

Tempo em Horas | Poutrel | MO Liquido | M1 TSB | TSB M1

0 0,3 0,3 0,3 0,2 02 | 02
8 3,3 3,2 3,6 5,7 3,3 2,3
24 7,4 8,0 4,9 7,1 5,6 3,4
32 7.8 8,6 5,9 7,4 5,9 4,0
48 8,3 8,6 6,3 |75 4,7 5,8
56 8,1 8,5 5,3 5,7 3,9 5,1
72 7,0 7,5 6,6 5,8 2,9 5,4
pH Inicial 7 6,5 6,5 7 7 6,5
pH Final 9 8,5 85 |9 9 85

3.4. Inativacao das Culturas
As culturas sdo inativadas segundo 0 mesmo protocolo que a-

quele descrito no ponto 2.2. acima. A extragao do polissacaridio produzido €
utilizada segundo o mesmo protocolo que aquele desérito no item 2.3 acima.

3.5. Avaliacdo da quantidade de polissacaridio produzida é reali-
zada por utilizagdo do mesmo teste ELISA que aquele descrito no item 2.4
acima, salvo os anticorpos utilizados s&o énticorpos anti-CP8 e o teste é rea-
lizado sobre os extratos de residuos e sobre o que flutua de cultura. A ad-
sorcédo foi realizada com éscite contendo o monoclonal K8-24 diluido a
1/20000° e o anticorpo policlonal de coelho é um soro absorvido diluido a
1/1000°.

Os resultados obtidos para culturas de 50 ml e de 400 ml sao
consignados na tabela 6 abaixo. Para as culturas de 400 mi a analise é feita
cada vei sobre uma Unica amostra de 50 ml de uma cultura e quantidade

total é em seguida calculada e reportada na tabela 6.
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Tabela 6
Dosagem ELISA du CP8 (X2)
Residuo Flutuante
Média Média
Pré- (ug/mi | Desvio (ng/ml Desvio
Cepa Cultura cultura de Padrao de Padrao
Cultura) Cultura)
Poutrel | Gel. Col.
|2%nNacl| 3 0 18 0
MO MO gel. ~ Nao
Becker | |, 19 | NaoA- 1 a6 | Aplica-
(50 ml) plicavel vel
M1 MO gel 23,04 57,6
TBS GTS 0 0 0 0
Becker
(400 ml) M1 MO gel. 23,04 57,6
M1 MO Liq. 8,7 0,5 534,2 75,2
CYL770 N3o
(50ml) | TSB TSB 4,7 1,3 244 Aplica-
vel
CYL770 N&o A- Nao
(400 ml) M1 MOliq. 27,187 plicével 579,6 A;:llg,;a-
~ Nao
Nao A- '
TSB TSB 3,6 plicével | 216 A;\)/I;cia-

3.6. Recuperacio e Purificacdo do PS Produzido

A recuperagao do polissacaridio T*8 foi feita a partir das culturas

em erlens de 400 ml da cepa Becker em meio M-1 por Utilizagéo do proCes-

so, tal como descrito no exemplo 2 para a obtengdo do polissacaridio T5.

A purificacdo do polissacaridio T8 foi também realizada a partir

das culturas em erlens de 400 ml da cepa CYL770 em meio M-1 e culturas

sobre meio TSB. Para isto 800 ml de cultura sdo inativados por tratamento

ao fenol-etanol, segundo o processo descrito acima, depois centrifugada em

30 min a 25000 g. 720 ml do que flutua foram obtidos.
A 500 ml do que flutua é acrescentada uma quantidade de ace-

tato de sodio, de forma a se obter uma concentragao final de 4% em acetato
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de sodio. A suspensdo é colocada sob agitagao durante 30 minutos a tempe-
ratura ambiente. Depois, uma quantidade de etanol, de forma a se obter uma
concentragdo final em etanol de 50%, € acrescentada. A suspens&o € entao
agitada & temperatura ambiente durante 30 minutos, depois armazenada
sem agita¢do durante uma noite a +4°C.

Apos centrifugagdo a 15000 g durante 30 minutos, o que flutua &
coletado. Ao que flutua sdo acrescentados acetato de sodio e etanol, de
forma a se obter uma concentragéo final de 4% em acetato de sédio e 85%

‘em etanol. A suspensdo é colocada sob agitagado durante 30 minutos a tem-

peratura ambiente, depois armazenada sem agitagdo durante uma noite a
4°C. Ap6s centrifugagdo a 15000 g durante 30 minutos, o residuo é coleta-
do. |
O residuo assim obtido é retomado por 100 mi de agua ultrafil-
trada (concentragdo de um fator 5 em relagdo ao volume do que flutua de
cultura centrifugado). Apds agitagdo magnética até uma dissolugédo completa
do residuo a temperatura ambiente, a suspensao obtida ¢ dialisada contra 2
litros de agua ultrafiltrada com trés mudangas de banho no dia a temperatura
ambiente, seguida de uma etapa durante uma noite 4°C. S&o acrescentados
em seguida a suspens&o assim obtida Tris e MgCl,, a fim de se obter uma
concentracdo final em Tris de 50 mM e de MgCl; de 1 mM. Essa solugéo é
incubada a 37°C em presenca de benzonase (5U/ml final) sob agitagdo. A-
pds 3 horas de incubagdo, acrescenta-se benzonase a uma concentragao
final de 5 U/ml e a incubagéo é prosseguida durante 3 horas.
~ Uma solugdo aquosa de pronase a 10 mg/ml é acrescentada de
forma a se obter uma concentragdo final de 4 U/ml, adicionada de CaCl: a
uma concentragéo final de 1 mM. Essa etapa € entédo incubada durante 15
horas a 37°C. Se aparecer uma turvagdo/opalescéncia visivel, uma centrifu-
gacdo a 8000 g durante 30 minutos ¢é feita. Uma ultrafiltragem 30 kDa é rea-
lizada, a fim de eliminar os fragmentos de &cidos nucléicos e de proteinas
nas seguintes condigdes: H,O: 10 volumes; depois Tris 20 mM pH 7,5: 3 vo-

lumes.
O volume de retentado continua constante durante a ultrafiltra-



10

15

20

25

30

38

gem e obtengdo de uma solugao limpida muito ligeiramente colorida.

Se o retentado obtido apresentar uma turvagdo/opalescéncia,
esta é eliminada por centrifugagao a 8000 g durante 30 minutos.

Uma etapa de cromatografia trocadora de ions € em_seguida
feita para completar a eliminagdo dos residuos, notadamente o acido teicéi-
co (TA) e o acido lipoteicoico (LTA) nas seguintes condigoes: Gel Q sefarose
HP: Coluna Hi Trap Q HP de 20 ml; Tampé&o de equilibrio: tris 20}mM com
pH 7,5; Vazao: 2 mVI/min; Injecdo da amostra em tampao de equilibrio. Inje-
¢ao do equivalente de 125 mi do que flutua de cultura para 20 ml de gel; Pu-
rificacao: ,
- Tris 20 mM pH 7,5: 5 volumes de coluna
- gradiente Tris 20 mM pH 7,5 NaCl 0-0,5 M 20 volumes de colu- .

- na

- Tris 20mM, NaCl 0,5 M pH 7,5: 5 volumes de coluna

- Tris 20mM, NaCl 1 M pH 7,5: 5 volumes de coluna

- Tris 20mM; pH 7,5: 5 volumes de coluna

A purificagdo é seguida por medida da absorbéncia a 206 e 280 -
nm. Uma analise por CZE permite identificar os diferentes componentes puri-
ficados durante a cromatografia.

Pudemos assim determinar que o polissacaridio CP8 é purifica-
do a uma concentragdo em NaCl compreendida entre 0,2 M e 0,3 M. Nas
condigbes cromatogréaficas utilizadas, este é bem separado dos residuais,
cuja quantidade é infima depois que essa etapa de cromatografia. Notada-
mente, o acido teicoico que é purificado entre'0,36 Me 0,48 Mem NaCl e o |
acido lipoteicoico que é purificado entre 0,74 M e 0,86 M em NaCl.

As fragdes contendo o CP8 sdo reunidas e dialisadas a + 4°C
contra 20 volumes de uma solugdo aquosa de NaCl 0,5 M (2-3 banhos), de-
pois contra a agua ultrafiltrada a 20 volumes (3-4 banhos). A etapa em forte
concentragédo de NaCl permite uma boa eliminagao do Tris.

O produto assim purificado ¢é liofilisado e conservado a -20°C.

Os resultados obtidos sdo consignados na tabela 7 abaixo.
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EXEMPLO 4: Cultura da Cepa de Staphylococcus Aureus Reynolds Tipo 5

em Fermentador de 30 litros
4.1. Cultura sobre Meio BTS + NaCl
O congelado da cepa Reymolds preparado pelo primeiro método

do ponto 2.1 é inoculado a razdo de 0,5% em volume em dois erlens com
gargalos de 2L (E1 e E2) contendo, cada um, 200 ml de meio Mingau Tripto-
na Soja adicionado de NaCl (55 g/l). Os erlens sdo incubados a 37°C duran-
te 5+1 horas (E1) ou 48 horas (E2) sob uma agitagdo de 175 tpm.

O fermentador Braun de 30 litros contendo 20 litros do mesmo
meio & inoculado com 70 ml de pré-cultura (E1) estimado a ~1,38.10"" CFU
(~5h de cultura de DOsoonm final no erlen proximo de 4). A cultura € realizada
nas condicdes seguintes: temperatura: 37°C; duragao de cultura: 48 + 2 ho-
ras; regulagem do pH a 6,50 com NH,OH 25% e H3PO4 10%; PO, 30% (re-
gulagem em cascata: agitagdo 20 a 80%, ar de 20 (1vvm) a 60% (3 vvm),
enriqguecimento em oxigénio de 0 a 100%); Presséo: 10 KPa (100 mbarias);
regulagem antiespuma pelo estruktol 1/50. |

| O acompanhamento da cultura é realizado durante as primeiras
horas com retiradas regulares, assim como 20 + 2 horas de cultura, 24 = 2
horas de cultura, 42 + 2 horas de cultura para controlar a DO a 600 nm; de-
terminar o peso seco; determinar a viabilidade; observar a morfologia; dosar
a glicose; dosar o acetato é determinar a produtividade em polissacaridio
pelo teste ELISA sobre 6 residuos de DO = 50, apds 4 + 2 horas, 18 + 2 ho-
ras, 24 + 3 horas, 44 + 3 horas e 48 + 2 horas de cultura.

As células sdo coletadas apds 48 + 2 horas de cultura em ca-
cambas de centrifugagdo de 1L (12 cagambas/20 | de cultura) e centrifuga-
das durante 20 minutos a 7000 g a 4°C. O peso umido é determinado apos
eliminacao do que flutua. Os residuos sdo conservados a < -20°C até a eta-
pa de inativacdo dos germes ao fenol/etanovl, depois recuperagao e purifica-
¢ao do polissacaridio T5, éegundo o processo do exemplo 2.

- O segundo erlen (E2) é acompanhado em 48 horas, a fim de
acompanhar a produtividade da capsula CP5 a 10 horas, 14 horas e 48 ho-

ras de cultura.
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4.2. Cultura sobre Meio de Poutrel
O congelado da Staphylococcus Aureus Reynolds tipo 5 prepa-

ro, segundo o primeiro método descrito no ponto 2.1 ¢ inoculado a razao de
1% em volume em dois erlens com gargalos de 2 litros (E1 e E2) contendo
cada um 200 ml de meio de Poutrel. Os erlens s&o incubados a 37°C a 175
tpm durante 16 *+ 2 horas. As pré-culturas sdo resfriadas e utilizadas para
inocular o fermentador. A cultura em fermentador B. Braun de 30 |, contendo
20 | de meio de Poutrel é realizada nas seguintes condiges: temperatura:
37°C; duragdo de cultura: 48 + 2 horas; regulagem do pH a 6,50 com NH,OH
25% e HsPO,4 10%; PO, 30% (regulagem em cascata: agitagao 20 a 80%, ar
de 20 (1vwvm) a 60% (3 vvm), enriquecimento em oxigénio de 0 a 100%);
pressdo: 10 KPa (100 mbérias); regulagem antiespuma pelo estruktol 1/_50. |

A cultura é acompénhada nas primeiras horas assim como a 24
+ 2 horas de cultura e 30 + 2 horas de cultura, com retiradas para controlar a
DO a 600 nm; determinar o peso seco; determinar a confiabilidade; observar
a morfologia; dosar a glicose; dosar 0 écetato, dosar os acidos aminados
livies e determinar a produtividade em polissacaridio pelo teste ELISA.

As células sdo coletadas apés 48 + 2 horas de cultura.

2 litros de coleta sao coletados em um schott de 2 e tratados
com fenol/etanol (v/v) a uma concentragao final de 2% (VN). Essa misturé é
colocada sob agitagdo durante 6h + 1 horas a 22°C + 3°C. Apds eliminagao
do que flutua do resto da cultura, os residuos bacterianos s&o retomados
com um volume minimo de tampéo PBS, depois autoclavados para inativa-
cdo e recuperagao do polissacaridio, segundo o processo descrito no exem-
plo 2 acima. ‘ _
_ O resto da cultura é coletado em cagambas de centrifugagao de
1 L (12 cacambas/18 litros decultura) e centrifugado durante 20 minutos a
7000 g a 4°C. O peso Umido é determinado apds eliminagédo do que flutua. 2
litros do que flutua sdo conservados a < -20°C, apos filtragem 0,45 um e au-
toclavagem 55 minutos a 121°C.

Os 12 residuos sao recolocados em suspensdo em um volume
minimo de tamp&o PBS (aproximadamente 650 ml) com o auxilio do ultratu-
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rax. As suspensdes sdo resfriadas, homogeneizadas e repartidas eqUitati-
vamente em 3 schott de 500 ml (aproximadamente 300 ml/schott) antes de
autoclavagem durante 55 minutos a 121°C. As suspens0es autoclavadas.
sdo em seguida resfriadas e o polissacaridio é recuperado segundo o proto-
colo descrito no exemplo 2 acima.
4.3 Cultura sobre Meio Columbia + NaCl _

O congelado de Staphylococcus Aureus Reynolds tipo 5 prepa-
rado, segundo o primeiro método do ponto 2.1 é inoculado a razao de 1%

em volume em dois erlens com gargalos de 2I, contendo cada um 200 ml de
meio columbia + 20 g/t de NaCl (Difco ref 294420)1. Os erlens s&o incuba-
dos a 37°C durante 24 + 2 horas sob uma agitagao d e 175 tpm. Apés 24 + 2
horas, as pré-culturas sédo resfriadas é utilizadas para inocular o fermenta-
dor. A cultura no fermentador de 30 | B.Braun contendo 20 | do mesmo meio
é realizado nas seguintes condigdes: temperatura: 37°C; duragédo de cultura:
24 + 2 horas; regulagem do pH a 7,00 com NH,OH 25% e H3PO4 10%; PO;
30% (regulagem em cascata: agitagao 20 a 80% , ar de 20 (1vvm) a 60% (3
vvm), énriquecimento em oxigénio de 0 a 100%); pressao: 10 KPa (100 mba-
rias); regulég_em antiespuma pelo estruktol 1/50.

A cultura seguida regularmente com' retiradas regulares para
controlar a DO a 600 nm; determinar o peso seco; determinar a confiabilida-
de; observar a morfologia; dosar a glicose; dosar o acetato e determinar a
produtividade em polissacaridio pelo teste ELISA.

As células sdo em seguida coletadas apds 24+2 horas de cultu-
ra. A cultura final é transferida em cagambas de centrifugagéo de 11 (12 ca-
cambas/20 | de cultura) e centrifugada 20 minutos a 7000 g a 4°C. O peso
Umido é determinado apds a eliminagdo do que flutua. Apds centrifugacéo,
os 12 residuos sdo recolocados em sUspenséo com o auxilio do ultraturax
em um volume minimo de tampéao PBS compreendido entre 1 e 1,2 . As
suspensdes sdo resfriadas, homogeneizadas e repartidas equitativamente -
em schott de 500 ml, depois autoclavadas 55 minutos a 121°C. As suspen-
sbes autoclavadas sdo em seguida resfriadas e polissacaridio é recuperado,

segundo o protocolo descrito no exemplo 2 acima.
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4.4 Cultura sobre Meio M1
Um congelado de Staphylococcus Aureus Reynolds tipo 5 prepa-

rado, segundo o primeiro método descrito no ponto 2.1 acima é retomado
em tampao PBS 1C a razdo de 1 ml de congelado para 9 mi de tampao para
inseminar aproximadamente 10 caixas de meio MO gelosado & razéo de 150
ul/caixa.

As caixas sdo incubadas a 37°C durante 15 a 18 horas. Apds
uma incubacdo de 15 -18 horas a 37°C, as camadas formadas sao raspadas
antes de serem retomadas em suspensdo em meio M1 para inocular dois
erlens de composi¢do idéntica (200 ml/2L -E1 e E2) de forma a ter uma
DOsoonm inicial proximo de 0,2 em cada erlen. Os erlens s&o incubados a
37°C sob uma agitacdo de 175 tpm, durante aproximadamente 5 horas (cul-
tura em fase exponencial E1) ou 72 horas (E2).

Uma parte da cultura de E1 (DOsoonm préxima de 3) é utilizada
para inocular o fermentador B. Bréun de 30 | contendo 20 | de meio M1, de
forma a ter uma DOggonm inicial préxima dé 0,02.

A cultura é utilizada nas seguintes condigoes: temperatura:
37°C; duragao de cultura: 72+4 horas; regulagem do pH a 6,59 com NH,OH
25% e HzPO4 10%; PO, 30% (regulagem em cascata: agitagao 20 a 80%, ar
de 20 (1 vwm) a 60% (3 vvm), enriquecimento em oxigénio de 0 a 100%);
pressdo: 10 KPa (100 mbadrias); regulagem antiespuma pelo estruktol 1/50.

1L de cultura é em seguida coletado em cagambas de centrifu-
gagéo e centrifugado durante 20 minutos a 7000 g a 4°C a fim de determinar
o0 peso Umido apds eliminagao do que flutua. Os residuos sdo conservados a
< -20°C. _

, O resto da cultura é coletado em Nalgeno de 50 | e inativado ao
fenol/etanol (2% final V/V) e o polissacaridio é recuperado segundo o proto- |
colo descrito no exemplo 2-acima.

O conjunto dos resultados obtidos é consignado na tabela 8 a-

baixo:
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TABELA 8
Meio Columbia + NaCl | Poutrel BTS + NaCl | M1
DO Final 21 16 17 16
[CP5] Extragao
Lisostafina nd 6,6 mg/t | nd 130 mg/l
[CP5]
Extragcao 0,2 mg/l 3,7 mg/i 3,5 mg/l 40 mg/l
Autoclave
Rendimento .
Especifico 0,01 0,23 0,21 2,5

(ug/DO) -
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REIVINDICAGOES

1. Processo de producdo de uma cepa superprodutora de Sta-
phylococcus Aureus, compreendendo:

(a) a cultura de uma cepa de Staphylococcus Aureus sobre um
meio de cultura M1, compreendendo por litro de meio de cultura:

. 5 a 100 g de peptona vegetal,

. 0,5 a 20 g de extrato de levedo;

. 1 a 30 g de agucar,;

. 1 a 200 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-
siste em FeCls, e FeSOy;

. 1 a 700 mg de um sal de ferro selecionado no. grupo que con-
siste em MgCl, e Mg SO,

. 0,1 a 500 mg de Ca Cly,

.0 a 50 mg de Zn Cly;

. 10 a 250 g de NaCl, de preferéncia 58,5 g/l, e
cujo pH esta compreendido em uma faixa de valores que vaide 6,2a7,5; e

(b) eventualmente a recuperagdo das cepas a partir do meio de
cultura. _

2. Processo de produgao de uma cepa superprodutora, de acor-
do com a reivindica¢éo 1, no qual o meio de cultura M1 da etapa (a) com-
preende a peptona de trigo.

3. Processo de produgdo de uma cepa superprodutora, de acor-
do com a reivindicagédo 1 ou 2, no qual meio de cultura M1 compreende por
litro de meio de cultura:

. 30 g de peptona de trigo;

. 5 g de extrato de levedo;

. 1 g de D-glicose H20,

. 120 mg de Fe Cl3, 6 H20,

. 400 mg de MgCl,, 6 H20,

. 10 mg de CaCls, 2 H,0,

. 58,5 g de NaCl,

. 5 mg de Zn Cl,,
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. 6,8 g de (NH,4)>SO0s,

. 6g de NH4,Cl e pH = 6,5.

4. Processo de produgdo, de acordo com a reivindicagao 4, no.
qual o meio M1 consiste por litro em: 30 g de peptona de trigo, 5 g de extrato
de levedo, 1 g de D-glicose H20, 120 mg de Fe Cls, 6 H20, 400 mg de Mg-
Cl,, 6 H,0, 10 mg de CaCl,, 2 H20, 58,5 g de NaCl, 56 mg de Zn Cl,, 6,8 g de
(NH4)2S04, 6g de NH4,Cl e pH =6,5.

5. Processo de producdo de uma cepa superprodutora, de acor-
do com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 4, compreendendo uma etapa
de pré-cultura sobre um meio de cultura MO, compreendendo:

. 3 a 50 g de peptona vegetal;

. 0,5 a 20 g de extrato de levedo;

. 1 a 30 g de agucar;

. 1 a 200 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-

“siste em FeCls, e FeSOQq,

. 1 a 700 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-
siste em MgCl, e Mg SO,

'.‘0,1 a 50 mg de Ca Cls,

. 0 a 50 mg de Zn Cly;

. 2 a 50 g de NaCl, de preferéncia 6 g/l, e
cujo pH esta compréendido em uma faixa de valores que vaide 6,2a 7,5.

6. Processo de produgdo, de acordo com a reivindicagao 5, no
qual o meio MO da etapa de pré-cultura compreende 3,87 g ou 30 g de pep-
tona de trigo. |

7. Processo de produgdo, de acordo com a reivindicagdo 5 ou 6,
no qual o meio MO da etapa de pré-cultura compreende:

. 3,87 ou 30 g de peptona de trigo;

. 5 g de extrato de levedo;

. 1 g de D-glicose H>0,

. 120 mg de Fe Cl3, 6 H20,

. 400 mg de MgCl,, 6 HO,

. 10 mg de CaCly, 2 H:0,
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. 6 g de NaCl,

. 5 mg de Zn Cly,

. 6,8 g de (NH4)2S04,

. 6g de NH4Cl e pH = 6,5. _

8. Processo de produgdo de uma cepa superprodutora de Sta-
phylococcus Aureus, compreendendo: _

(a)A a cultura de uma cepa de Staphylococcus Aureus sobre um
meio de cultura M2, compreendendo por litro de meio de cultura:

. 52,5 a 100 g de peptona vegetal, vantajosamente a peptona de
trigo;

. 0 a 82,5 g de NaCl, vantajosamente de 5 g a 82,5‘ g, em parti-
cular 41 g/l de NaCl; ‘ |

. 0 a 15 g/l de um sal de ferro selecionado no grupo que consiste
em MgSO, e MgCl; , vantajosamente de 0,01 a 15 g/I, em particular a 15 g/l
de MgCly, 6 H.0; e |

. 0 a7 g/l de agucar, vantajoéamente de 0,25 a 7 g/l em particu-
lar 0,25 g/l de D-glicose, H-O, cujo pH esta compreendido em uma faixa de
valores que vaide 6,3a6,7; e

(b) eventuaimente a recuperagao das cepas a partir do meio de
cultura. | ' -

9. Processo de produgao de uma cepa superprodutora, de acor-
do com a reivindicacdo 8, no qual o meio de cultura M2 compreende, e van-
tajosamente consiste em 93 g/l de peptona de trigo, 41 g/l de NaCl, 0,25 g/l
de D-glicose, H20 e 15 g/l de MagCl2, 6 H20, cujo pH esta compreendido
em uma faixa de valores que vai de 6,3 a 6,7.

10. Processo de produgdo de uma cepa superprodutora de Sta-
phylococcus Aureus, compreendendo:

(a) a cultura de uma cepa de Staphylococcus Aureus sobre um
meio de cultura M3, compreendendo por litro de meio de cultura:

. 65 a 85 g de extrato de levedo, vantajosamente 75 g;

. 0 a 82,5 g de NaCl, vantajosamente de 5 g a 82,5 g, em parti-
cular 41 g/l de NaCl;
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. 0 a 15 g/l de um sal de magnésio selecionado no grupo que
consiste em MgSO, e MgCl, , vantajosamente de 0,01 a 15 g/l, em particular
al5gl;e '

. 0 a 7 g/l de agucar, vantajosamente de 0,25 a 7 g/l em particu-
lar 0,25 g/l de D-glicose, H20, cujo pH estd compreendido em uma faixa de
valores que vaide 6,3a 6,7;

(b) eventualmente a recuperagao das cepas a partir do meio de
cultura. ‘

"11. Processo de producdo de uma cepa superprodutora Staph-
ylococcus Aureus T5, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 10.

12. Processo de produgdo de uma cepa superprodutora de Sta-
phylococcus Aureus T8, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1.a 11.

13. Processo de produgéo de polissacaridio capsular, compre-
endendo:

(a) cultura de uma cepa de Staphylococcus Aureus sobre um
meio de cultura M1, tal como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1
a4 ouv sobre um meio de cultura M2, tal como definido na reivindicagéao 8 ou
9, ou sobre um meio de cultura M3, tal como definido na reivindicagao 10;

| (a) a inativagdo da cultura assim produzida; e

(b) a recuperagéao do polissacan’dio capsular.

14. Processo de produgdo de polissacaridio capsular, no qual o
meio M1 da etapa de cultura compreende a peptona de trigo.

15. Processo de produgio de polissacaridio capsular, de acordo
com a reivindicagao 13 ou 14, no qual o meio M1 da etapa de cultura com-
preende por litro de meio de cultura: 30 g de peptona de trigo, 5 g de extrato
de levedo, 1g de D-glicose H20, 120 mg de Fe Cls, 6 H20, 400 mg de MgCl,,
6 H.0, 10 mg de CaCl,, 2 H0, 58,5 g de NaCl, 5 mg de Zn Cl,, 6,8 g de
(NH4)2S0O4, 6g de NH,Cl e pH = 6,5.

16. Processo de produgéo de polissacaridio capsular, de acordo
com a reivindicagcdo 15, no qual o M1 consiste, por litro de meio de cultura,
em: 30 g de peptona de trigo, 5 g de extrato de levedo, 1g de D-glicose H:0,
120 mg de Fe Cls, 6 H20, 400 mg de MgCly, 6 H20, 10 mg de CaCl,, 2 H0,
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58,5 g de NaCl, 5 mg de Zn Cl, 6,8 g de (NH4)2SO4, 6g de NH4Cl e pH =
6,5.

17. Processo de produgéo de polissacaridio capsular, de acordo
com qualquer uma das reivindicagdes 13 a 16, compreendendo uma etapa
de pré-cultura, tal como definida em qualquer uma das reivindicagoes 5 a 7.

18. Cepa subprodutora de Staphylococcus Aureus, obtida pelo
processo, tal como definido em qualquer uma das reivindicacoes 13 a 17.

19. Cepa subprodutora Reynolds, de acordo com a reivindicagao 18.

- 20. Cepa subprodutora Becker, de acordo com a reivindicagao 18.

21. Cepa subprodutora CYL 770, de acordo com a reivindicagao 18.

22. Cepa subprodutora CLY 1892, de acordo com a reivindicagao 18.

23. Meio MO adaptado a cultura de Staphylococcus Aureus,
compreendendo: |

. 3 a 50 g de peptona vegetal;

. 0,5 a 20 g de extrato de levedo;

. 1 a 30 g de agucar,; |

. 1 a 200 mg de um sal de ferro selecionado nd grupo que con-
siste em FeCls, e FeSO,, '

. 1 a 700 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-
siste em MgCl, e Mg SO, ' '

. 0,1 a 50 mg de Ca Cl,

. 0 a 50 mgde Zn Cly;

. 2 a 50 g de NaCl, de preferéncia 6 g/l, e
cujo pH esta compreendido em uma faixa de valores que vai de 6,2a7,5.

24. Meio M0, de acordo com a reivindicagao 23, compreenden-
do:

(a). 3,87 ou 30 g de peptona de trigo;

(b). 5 g de extrato de levedo;

(c). 1 g de D-glicose H20,

(d). 120 mg de Fe Cls, 6 H20,

(e). 400 mg de MgCly, 6 H20,

(f). 10 mg de CaCl,, 2 H;0,
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(9). 6 g de NaCl,

(h). 5 mg de Zn Clj,

(i). 6,8 g de (NH4)2S0s,,

(j). 6g de NH4Cl e pH = 6,5. _

25. Meio de cultura M1, adaptado a superprodugéo de polissaca-

ridio capsular, compreendendo:
. 5 a 100 g de peptona vegetal,
. 0,5 a 20 g de extrato de levedo;

. 1a30gde agucar;
. 1 a 200 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-

siste em FeCls, e FeSOy;

1 a 700 mg de um sal de magnésio selecionado no grupo que .

~ consiste em MgCl, e Mg SO4

0,1 a 500 mg de Ca Cly,
0 a 50 mg de Zn Cly;
10 a 250 g de NaCl, de preferéncia 58,5 g/l, e

cujo pH esta compreendido em uma faixa de valores que vai de 6,2 a 7,5.

26. Meio de cultura M1, de acordo com a reivindicagao 22, com-

preendendo:

. 30 g de peptona de trigo;

. 5 g de extrato de levedo;

. 1 g de D-glicose H,0,

. 120 mg de Fe Cl3, 6 H0,

. 400 mg de MgCl,, 6 HO,

. 10 mg de CaCly, 2 H20,

. 58,5 g de NaCl,

. 5 mg de Zn Cly,

. 6,8 g de (NH4)2S0s4,

. 6g de NH4Cl e pH =6,5.

27. Meio M2, adaptado & superprodugdo de polissacaridio cap-

sular, compreendendo por litro de meio de cultura:

52 a 100 g de peptona vegetal, vantajosamente a peptona de
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. 0 a 82,5 g de NaCl, vantajosamente de 5 g a 82,5 g, em parti-
cular 41 g/l de NaCl;

. 0 a 15 g/l de um sal de magnésio, vantajosamente de 0,01 a 15
g/l, em particular 15 g/l de MgClz, 6 H20; e

. 0 a 7 g/l de agucar, vantajosamente de 0,25 a 7 g/l em particu-
lar 0,25 g/l de D-glicose, H20,
cujo pH esta compreendido em uma faixa de valores que vai de 6,3 a 6,7.

28. Meio de cultura M2, de acordo com a reivindicagdo 27, com-
preendendo por litro de meio de cultura: 93 g/l de peptona de trigo, 41 g/l de
NaCl, 0,25 g/ de D-glicose H.0 e 15 g/l de MgClz, 6 H20, cujo pH esta com-
preendido em uma faixa de valor que vai de 6,3 a 6,7. |

29. Meio M3, adaptado a superprodugao de polissacaridio cap-
sular, compreendendo por litro de meio de cultura:

. 65 a 85 g de extrato de levedo, vantajosamente 75 g de extrato
de levedo;

. 0 a 82,5 g de NaCl, vantajosamente de 5 g a 82,5 g, em parti-
cular 41 g/l de NaCl; _

.0 a 15 g/l de um sal de magnésio vantajosamente de 0,01 a 15
g/l, em particular a 15 g/l de MgClp, 6 H20; e | ‘

. 0 a 7 g/l de agucar, vantajosamente de 0,25 a 7 g/l em particu-
lar 0,25 g/l de D-glicose, H20,
cujo pH esta compreendido em uma faixa de valores que vai de 6,3 a 6,7.
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RESUMO

Patente Invencdo: "PROCESSO DE PRODUGAO DE CEPAS DE STAPH-
YLOCOCCUS AUREUS, SUPERPRODUTORAS".

A presente invengado refere-se a um processo de produgdo de
uma cepa superprodutora de Staphylococcus Aureus, compreendendo: (a) a
cultura de uma cepa de Staphy/ocbccus Aureus, sobre um meio de cultura
M1, M2 ou M3 (b) eventuaimente a recuperagéo das cepas assirh produzi-
das a partir do meio de cultura, assim como a utilizagéo dessas cepas paraa

producédo de polissacaridios.




Novo quadro reivindicatério (total de 29 reivindicagdes) para pro-

cessamento na Fase Nacional Brasileira.
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REIVINDICAGOES

1. Processo de produgdo de uma cepa superprodutora de Sta-
phylococcus Aureus, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) a cultura de uma cepa de Staphylococcus Aureus sobre um
meio de cultura M1, compreendendo por litro de meio de cultura:

. 5 a 100 g de peptona vegetal;

. 0,5 a 20 g de extrato de levedo;

.1a 30'g de agucar; ,

. 1 a 200 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-
siste .em FeCls, e FeSOy;

.1a 700 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-
siste em MgCl; e Mg SO,

. 0,1 a 500 mg de Ca Cli,,

.0 é 50 mg de Zn C|2;

.10 a 250 g de NaCl, de preferéncia 58,5 g/l, e
cujo pH estd compreendido em uma faixa de valores que vaide 6,2a 7,5; e

| (b) eventualmente a recuperagdo das cepas a partir do meio de
cultura. , '
2. Processo de produgédo de uma cepa superprodutora, de acor-
do com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que o meio de cultura
M1 da etapa (a) compreendeva peptona de trigo.

3. Processo de produgdo de uma cepa superprodutora, de acor-
do com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que meio de cultu-
ra M1 compreende por litro de meio de cultura: | |

. 30 g de peptona de trigo;

. 5 g de extrato de levedo;

. 1 g de D-glicose H.0,

. 120 mg de Fe Cl3, 6 H20,

. 400 mg de MgCl,, 6 H20,

. 10 mg de CaCl,, 2 H0,

. 58,5 g de NaCl,

.5 mgde Zn Cly,
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. 6,8 g de (NH4)2SO4,

. 6g de NH,Cl e pH = 6,5.

4. Processo de produgao, de acordo com a reivindicagao 4, ca-
racterizado pelo fato de que o meio M1 consiste por litro em: 30 g de pepto-
na de trigo, 5 g de extrato de levedo, 1 g de D-glicose H20, 120 mg de Fe
Cls, 6 H,0, 400 mg de MgCl,, 6 H.0, 10 mg de CaClz, 2 H20, 58,5 g de Na-
Cl, 5mgde Zn Cl, 6,8 g de (NH4)2S0O4, 6g de NH4Cl e pH = 6,5.

5. Processo de produgao de uma cepa superprodutora, de acor-

‘do com qualquer uma das reivindicagoes 1 a 4, compreendendo uma etapa

de pré-cultura sobre um meio de cultura MO, caracterizado pelo fato de que
compreende:

. 3 a 50 g de peptona vegetal,

.0,5a20gde extrafo de levedo;

.1 a 30 g de aguicar; -

. 1 a 200 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-
siste em FeCls, e FeSOy,, |

. 1 a 700 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-
siste em MgCl, e Mg SO,

. 0,1 a 50 mg de Ca Cl,

. 0 a 50 mg de Zn Cly;

. 2 a 50 g de NaCl, de preferéncia 6 g/i, e
cujo pH esta compreendido em uma faixa de valores que vaide 6,2a7,5.

| 6. Processo de produgdo, de acordo com a reivindicagao 5, ca-
racterizado pelo fato de que o meio MO da etapa de pré-cultura compreende
3,87 g ou 30 g de peptona de trigo.

7. Processo de produgéo, de acordo com a reivindicagdo 5 ou 6,
caracterizado pelo fato de que o meio MO da etapa de pré-cultura compre-
ende:

. 3,87 ou 30 g de peptona de trigo;

. 5 g de extrato de levedo;

. 1 g de D-glicose Hx0,

. 120 mg de Fe Cl3, 6 H20,
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. 400 mg de MgCl,, 6 H20,

. 10 mg de CaCl,, 2 H0,

. 6 g de NaCl,

. 5 mg de Zn Cl,

. 6,8 g de (NH,)2SO0,,

. 6g de NH,Cl e pH =6,5. |

8. Processo de producdo de uma cepa superprodutora de Sta-
phylococcus Aureus, caracterizado pelo fato de que compreende:

| (a) a cultura de uma cepa de Staphylococcus Aureus sobre um

meio de cultura M2, compreendendo por litro de meio de cultura:

. 52,5 a 100 g de peptona vegetal, vantajosamente a peptona de
trigo;

. 0 a 82,5 g de NaCl, vantajosamente de 5 g a 82,5 g, em 'parti-
cular 41 g/l de NaCl; | | | |

. 0'a 15 g/l de um sal de ferro selecionado no grupo que consiste
em MgSO, e MgCl, , vantajosamente de 0,01 a 15 g/l, em particular a 15 g/l
de MgClz, 6 He0; e |

. 0 a 7 g/l de agucar, vantajosamente de 0,25 a 7 g/l em particu-
lar 0,25 g/l de D-glicose, Hz0, cujo pH esta compreendido em uma faixa de
valores que vai de 6,3 a 6,7; e

(b) eventualmenté a recuperac¢éo das cepas a partir do meio de
cultura. |

9. Processo de produgdo de uma cepa superprodutora, de acor-
do com a reivindicagao 8, caracterizado pelo fato de que o meio de cultura |
M2 compreende, e vantajosamente consiste em 93 g/l de peptona de trigo,
41 g/l de NaCl, 0,25 g/l de D-glicose, H2O e 15 g/l de MagCl2, 6 H:0, cujo
pH estd compreendido em uma faixa de valores que vai de 6,32 6,7.

10. Processo de producdo de uma cepa superprodutora de Sta-
phylococcus Aureus, carabterizado pelo fato de que compreende:

(a) a cultura de uma cepa de Staphylococcus Aureus sobre um
meio de cultura M3, compreendendo por litro de meio de cultura:

. 65 a 85 g de extrato de levedo, vantajosamente 75 g;
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. 0 a 82,5 g de NaCl, vantajosamente de 5 g a 82,5 g, em parti-
cular 41 g/l de NaCl;

. 0 a 15 g/l de um sal de magnésio selecionado no grupo que
consiste em MgSO, e MgCl, , vantajosamente de 0,01 a 15 g/I, em particular
ai5gll;e

. 0 a 7 g/l de agucar, vantajosamente de 0,25 a 7 g/l em particu-
lar 0,25 g/l de D-glicose, H,0, cujo pH estd compreendido em uma faixa de
valores que vaide 6,3 a 6,7; e

(b) eventualmente a recuperagdo das cepas a partir do meio de
cultura.

11. Processo de produgdo de uma cepa superprodutora Staph-
ylococcus Aureus T5, caracterizado pelo fato de que o referido proceséo é de a-
cordo com qualguer uma das reivindicagoes 1 a 10.

12. Processo de producdo de uma cepa superprodutora de Sta-
phylococcus Aureus T8, caracterizado pelo fato de que o referido processo é de
acordo com qualquer uma das reivindicagéeé 1ail.

13. Processo de produgdo de polissacaridio capsular, caracteri-
zado pelo fato de que compreende: _

(a) cultura de uma cepa de Staphylococcus Aureus sobre um
meio de cultura M1, tal como definido em qualquer uma das reivindicag¢oes 1
a 4 ou sobre um meio de cultura M2, tal como definido na reivindicagao 8 ou
9, ou sobre um meio de cultura M3, tal como definido na reivindicagao 10;

(a) a inativagdo da cultura assim produzida; e

(b) a recuperagéo do polissacaridio capsular.

14. Processo de producédo de polissacaridio capsular, caracteri-
zado pelo fato de que o meio M1 da etapa de cultura compreende a peptona
de trigo.

15. Processo de produgdo de polissacaridio capsular, de acordo
com a reivindicacdo 13 ou 14, caracterizado pelo fato de que o meio M1 da
etapa de cultura compreende por litro de meio de cultura: 30 g de peptona
de trigo, 5 g de extrato de levedo, 1g de D-glicose H,0, 120 mg de Fe Cl;, 6
H,O, 400 mg de MgCl,, 6 H,0O, 10 mg de CaCl,, 2 H:0, 58,5 g de NaCl, 5
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mg de Zn Cl,, 6,8 g de (NH4)2SO4, 6g de NH,Cl e pH =6,5.

16. Processo de produgéo de polissacaridio capsular, de acordo
com a reivindicacdo 15, caracterizado pelo fato de que o M1 consiste, por
litro de meio de cultura, em: 30 g de peptona de trigo, 5 g de extrato de leve-
do, 1g de D-glicose H,0, 120 mg de Fe Cls, 6 H20, 400 mg de MgClz, 6 H.0,
10 mg de CaCl,, 2 H20, 58,5 g de NaCl, 5 mg de Zn Cl,, 6,8 g de (NH,4)2SO0s,
6g de NH,Cl e pH = 6,5.

17. Processo de produgéo de polissacaridio capsular de acordo
com qualquer uma das reivindicagbes 13 a 16, caracterizado pelo fato de
que compreende uma etapa de pré-cultura, tal como definida em qualquer

uma das reivindicagdes 5 a 7.
18. Cepa subprodutora de Staphylococcus Aureus, caracterizada .

. pelo fato de que é obtida pelo processo como definido em qualquer uma das

reivindicacdes 13 a 17. |

19. Cepa subprodutora Reynolds, caracterizada pelo fato de que a
referida cepa é de acordo com a reivindicagéo 18.

20. Cepa subprodutora Becker, caracterizada pelo fato de que a refe-
rida cepa é de acordo com a reivindicagao 18.

21. Cepa subprodutora CYL 770, caracterizada pelo fato de que a .
referida cepa é de acordo com a reivindicagao 18.

22. Cepa subprodutora CLY1892, caracterizada pelo fato de que a
referida cepa é de acordo com a reivindicagéo 18.

23. Meio MO adaptado a cultura de Staphylococcus Aureus, ca-
racterizado pelo fato de que compreende:

. 3 a 50 g de peptona vegetal,

. 0,5 a.20 g de extrato de levedo;

.1 a 30 g de agucar;

. 1 a 200 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-
siste em FeCls, e FeSO,,

. 1 a 700 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-
siste em MgCl, e Mg SO,

. 0,1 a 50 mg de Ca Cl,,
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.0 a 50 mg de Zn Clz;

. 2 a 50 g de NaCl, de preferéncia 6 g/l, e
cujo pH esta compreendido em uma faixa de valores que vai de 6,2a7.5.

24. Meio MO de acordo com a reivindicagao 23, caracterizado
pelo fato de que compreende:

(a). 3,87 ou 30 g de peptona de trigo;
(b). 5 g de extrato de levedo;
(c). 1 g de D-glicose H20,
(d). 120 mg de Fe Cls, 6 H20,
(e). 400 mg de MgCla, 6 H20,
(f). 10 mg de CaCly, 2 H20,
(g). 6 g de NaCl,
(h). 5 mg de Zn Cl,
(i). 6,8 g de (NH4)2S04,
(j). 6g de NH4Cl e pH = 6,5.

25. Meio de cultura M1 adaptado a superprodugéo de polissaca-
ridio capsular, caracterizado pelo fato de que compreende:

- .5a 100 g de peptona vegetal;

.0,5a20g dé extrato de levedo;

. 1 a 30 g de agucar,; |

.1 a200 mg de um sal de ferro selecionado no grupo que con-
siste em FeCls, e FeSOy;

. 1 a 700 mg de um sal de magnésio selecionado no grupo que
consiste em MgCl, e Mg SO,

. 0,1 a 500 mg de Ca Cly,

. 0 a 50 mg de Zn Cly,

. 10 a 250 g de NaCl, de preferéncia 58,5 g/l, e
cujo pH esta compreendido em uma faixa de valores que vai de 6,2a 7,5.

26. Meio de cultura M1, de acordo com a reivindicagao 25, ca-
racterizado pelo fato de que compreende:

. 30 g de peptona de trigo;

. 5 g de extrato de levedo;
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. 1 g de D-glicose H20,

. 120 mg de Fe Cl3, 6 H20,

. 400 mg de MgCl,, 6 H>0,

. 10 mg de CaCl,, 2 H0,

. 58,5 g de NaCl,

. 5 mg de Zn Cly,

. 6,8 g de (NH4)2S0.,

. 6g de NH,Cl e pH = 6,5. _

27. Meio M2, adaptado & superproducdo de polissacaridio cap-
sular, caracterizado pelo fato de que compreende por litro de meio de cultu-
ra:

. 52 a 100 g de peptona vegetal, vantajosamente a peptona de
trigo;

. 0 a 82,5 g de NaCl, vantajosamente de 5 g a 82,5 g, em parti-
cular 41 g/l de NaCl;

. 0 a 15 g/l de um sal de magnésio, vantajosamente de 0,01 a 15
o/l erh particular 15 g/l de MgCl,, 6 H2O; e

. 0 a7 g/l de agucar, vantajosamente de 0,25 a 7 g/l em particu-
lar 0,25 g/l de D-glicose, H20, _
cujo pH esta compreendido em uma faixa de valores que vai de 6,3 a 6,7.

28. Meio de cultura M2, de acordo com a reivindicagdo 27, ca- -
racterizado pelo fato de que compreende por litro de meio de .cultura: 93 g/l
de peptona de trigo, 41 g/l de NaCl, 0,25 g/l de D-glicose H,O e 15 g/l de
MgCl,, 6 H0, cujo pH esta Compreendido em uma faixa de valor que vai de
6,3a6,7.

29. Meio M3, adaptado a superprodugdo de polissacaridio cap-
sular, caracterizado pelo fato de que compreende por litro de meio de cultu-
ra: |

.65a85¢g de‘ extrato de levedo, vantajosamente 75 g de extrato
de levedo; |

. 0 a 82,5 g de NaCl, vantajosamente de 5 g a 82,5 g, em parti-
cular 41 g/l de NaCl;



. 0 a 15 g/l de um sal de magnésio vantajosamente de 0,01 a 15
g/l, em particular a 15 g/l de MgClz, 6 H20; e
. 0 a 7 g/l de agucar, vantajosamente de 0,25 a 7 g/l em particu-
lar 0,25 g/l de D-glicose, Hz0,
5 cujo pH esta compreendido em uma faixa de valores que vai de 6,3 a 6,7.
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