Algunas propiedades del suero antimicrobiano
contra B. perfringens.

Por A. Sordelli y J. Ferrari

La inyeccién por via venosa de cultivos de B. perfringens
en agar y en caldo glucosado, da lugar a la formacion de anti-
cuerpos antimicrobianos revelados por la existencia de preci-
pitinas, aglutininas y anticuerpos fijadores. La dosis mayor
de gérmenes inyectados es de 20 c¢cm.?, de 200.000 millones por
cm.3. La obtencién de un suero regularmente activo requiere
entre dos y cuatro meses. Nuestras experiencias no nog han
dado satisfacciéon completa respecto de la actividad del suero.

En esta corta memoria s6lo referiremos las propiedades
del suero v la posibilidad de su empleo para el diagnéstico ra-
pido de B. perfringens.

a) El suero tiene propiedades precipitantes para extrac-
tos de bacilos cultivados en caldo o en agar. Los extractos lle-
vados a la ebullicién contienen aun sustancias especificas pre-
cipitinégenas.

b) La propiedad precipitante estd acompafiada por la de
aglutinar especificamente las emulsiones de B. perfringens.

¢) El suero tiene en alto grddo la capacidad de fijar es-
pecificamente el complemento en presencia de una suspensién
de B. perfringens.

11

El suero tratado por 10 volimenes de agua destilada sa-
turada de CO? precipita intensamente, y en forma comparable
al suero anticarbuncloso obtenido por inmunizacidén venosa, o
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al suero neumocéccico preparado de manera igual. Las frac-
ciones soluble e insoluble en agua tienen propiedades distin-
tas y que a continuaciéon estudiaremos.

Protocolo.

5 cm.? de suero 863 son precipitados con 45 cm.? de agua
saturada de CO?2 y centrifugados. El residuo se disuelve en
solucién fisiolégica. El liquido sobrenadante se concentra.

a) Distribucion de las precipitinas.

En ambas soluciones llevadas a un volumen que corres-
ponde a una dilucién al 14 del suero primitivo se investigan
precipitinas. Los extractos se preparan por ebullicion de B. per-
fringens en solucion fisiolégica. Se ensaya, ademas, la activi-
dad de la sustancia especifica obtenida por precipitacién por
alcohol acetato de sodio.

Extracto de B. perfringens Sustancia especi-
1/, ] 1 fica 1 %o
Suero total .............. + 4 -4 4+
Fracciéon soluble en H20
y CO2 ................ + (@] €]
Fraccién insoluble en H20
y COZ ... 4 4+ + +

Las precipitinas estin contenidas en el precipitado produ-
cido por agua destilada CO?2. La fraccién seudoglobulinas al-
bimina contiene apenas sustancias especificas precipitantes.

b) Anticuerpos fijadores.

Como antigeno se tenté el empleo del cultivo total en cal-
do glucosado v de sus dos componentes — el caldo y los bacilos.
K1 caldo, y el cultivo total por consiguiente, tienen un poder
anticomplementario tan elevado que su empleo es imposible.
Los bacilos suspendidos en solucién fisiolégica (10.000 millo-
nes por cm.?) apenas tienen accién anticomplementaria y son
empleados como antigeno.

Fijacion del complemento con antigeno soluble total.

Se emplea el suero total 863 y sus dos fracciones, soluble
e insoluble en agua en dosis variables.
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Antigeno 0.1 c¢m.? de suspensiéon en sol. fisiolégica de B.
perfringens, 10.000 millones.

Complemento = 1 D. hemolitica = 0.25 de la dilucién 1/10.

Glébules 0.5 em.3. 10 9% con 5 dosis hemoliticas de am-
boceptor.

Volumen de fijacién 1 cm.?.

Fijacion 1 hora a 37°.

Hemolisis 30" a 37°.

Dosis de suero Suero total Par}t{zgolg%l; e Pr;;{gtaélc())gpor
0.002 O (6] pH
0.001 O O pH
0.0005 O pH “H
0.0002 pH CH CH
0.0001 CH H H
0.00005 H H B

testigo 0.002 " H H H

testigo 0.001 o H H

La fijacién del complemento con el suero total llega a la
dosis de 0.0002; con la parte soluble a 0.0005 y aproximada-
mente a la misma dosis con el precipitado. Hay entre la ac-
cién de la parte soluble y de la parte insoluble una diferencia
que reside en la incompleta fijacién con dosis grandes de esta
tltima fraccién. En el suero total parecerian reunirse lag ac-
ciones de ambas partes.

Con el pensamiento de investigar si acontecian hechos anéa-
logos a los observados con B. anthracis, se dejé actuar sobre
los bacilos el anticuerpo y luego se agregd el complemento.
El comportamiento de las tres series fué comparable al expe-
rimento anterior, es decir que logs fenémenos de coagulacién
no perturban la actividad del antigeno como fijador del com-
plemento. ‘

Fraccionamiento del antigeno.

La solubilidad del antigeno precipitinégeno de B. perfrin-
gens en agua, nog condujo a investigar como ya hiciéramos

ol IV

Ne 7




Julio,

19

2
J

0

A, SORDELLI Y J. FERRARI 795

con B. anthracis, las propiedades de las distintas fracciones
como antigenos de fijacién.

La suspensién de B. perfringens en solucién fisiolégica,
es calentada a 50° por 5, centrifugada y repetida la extrac-
cién dos veces mas en igual forma.

Se prepara un segundo extracto hecho en idénticas con-
diciones pero por calentamiento a 100°. Se tienen asi dos ex-
tractos a 50° y 100° v dos residuos de bacilos extraidos a
500 v 100°.

Se emplea 0.1 cm.3 de cada uno de estos antigenos, cuya
ccncentracién corresponde a una emulsién de 10.000 millones
de bacilos por cm.3.

Comec anticuerpos se usan las dos fracciones de suero, ob-
tenidas con agua destilada y CO,.

El complemento es usado en la dosis de 0.3 ¢cm.? de la di-
lucién al 1/10.

Parte soluble en H20O CO2 Part%;r(l)so(l:tg)ie e
Suero ¢m.?
Residuo | Extracto | Residuo | Extracto | Extracto | Extracto
50° 50¢° 100° 100° 500 100°
0.002 H H CH yH
0.001 H H H H
0.0005 H O H H H
0.0002 L H H CH H H H
0.0001 CH H H H H H
0.00005 H H H H H H
0.002 testigo B H H H H H
0.001 testigo H H H H H H

De este protocolo es facil deducir: 1° que el antigeno fi-
jador no es soluble en solucién fisiolégica; 2° que es coctoesta-
ble; 3° gue el antigeno precipitinégeno no tiene propiedades
de antigeno fijador.

Esta ultima caracteristica fué determinada también en
el antigeno purificado, por precipitacién alcohdlica que en la
desis de 0.1 de miligramo no tiene capacidad fijadora con el
suero total, ni con las dos fracciones del mismo.
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La actividad del suero precipitante de B. perfringens fué
puesta de manifiesto para los productos especificos que apare-
cen por la infeccién experimental con B. perfringens.

Se inoculan cobayas con: 1° B. perfringens, 2° con V. sép-
tico, 3° con una mezcla de V. séptico y B. perfringens. La au-
topsia de estos animales revela las lesiones puras de V. séptico
v perfringens, y en el tltimo un cuadro mas complejo. El li-
quido de edema de estos tres animales se diluye a la mitad con
solucién fisiolégica y se lleva a 100° durante 15’. Se centrifuga
y se ensayan los tres exfractos con los sueros precipitantes
862 y 863.

Perfringens Perfringens y V. sep. V. séptico
Dilucidén del
8. 8. S. s. S. . S. 8. 8.
extracto |, ma1| 862 | 863 |normal| $62 | 863 |norma1| 862 | 63
1/2 O |+++|[+++] O |+ ++] O | 0 | ©
1/5 o |+ i{+++1 0 |+
1/10 O {+++|+++] O | +++ |+
1/20 0 ++ |+t 0 ++ | ++
1/40 o+ |+ o |+ |+
[

Con los 6rganos (higado y bazo) de los tres animales se
hizo un ensayo igual, que permitié constatar la ausencia de
antigeno precipitindégeno en los drganos.

Bsta propiedad del suero precipitante de B. perfringens
puede permitir fundar un método para el diagnéstico rapido
de lag afecciones gangrenosas. Quedaria por establecer el va-
lor practico de este método diagnoéstico por el estudio sistemé-
tico de las heridas infectadas con gérmenes anaerobios.
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