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Medicion del suero anti-perfringens (B. Welchii)

Por A. Sordelli, F. Jiménez de Astia y J. Ferrari

(PRIMERA COMUNICACION.—PRIMERA PARTE)

PREPARACION DE UNA TOXINA ACTIVA Y ESTABLE

Desde el afio 1924 hemos utilizado para la preparacién de
las toxinas de los gérmenes anaerobios de la gangrena gaseosa
un mismo caldo basico obtenido por maceracién a temperatura
ambiente de 1 parte de carne en 2 de agua, durante la noche;
ebullicién durante 30’; filtracién; adicién de 5 %o de CINa y 2 %,
de peptona P. & Davis; alcalinizacién a pH 8.4, Precipitacion a
115° y esterilizacién a 110° durante 20°.

La toxina de B. welchii se prepara con este caldo al que
se afiade 1 %o de glucosa después de la esterilizacién. La siem-

bra se hace con un trozo grande de miusculo de paloma inoculada
por via muscular, con un cultivo en agar o en caldo de B. welchit.
La incubacién se hace a 37° por 8 a 12 horas. Liuego se coloca en
la heladera por el tiempo restante hasta el momento de la ino-
culacién (4 8 a 10 horas més), ésta técnica es practicamente
la de Bull y Pritchett (9), (10). Estos autores afiaden un trozo
de myisculo de paloma a un tubo con 10 ¢cm.? de caldo simple y
cuando se han cerciorado de su esterilidad, siembran B. welchii
" e incuban bajo parafina en vacio.

El cultivo de 12 horas centrifugado o filtrado por papilla
de papel y arena tiene una toxicidad pequefia, pues la D, M. M.
para la cobaya inoculada por via venosa es rara vez inferior a
1.5 cm.3, El valor minimo encontrado ha sido de 1 cm.3. Estas
cifras corresponden al valor de la toxina aguda, pues el tiempo
de observacién no pasa de 3 horas. En los Gltimos afios fué
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observada ademis una disminucién de la toxicidad. Es sabido
que estas variaciones ocurren con otras bacterias toxigenas, sin
que se haya hasta el momento, encontrado la causa que deter-
mina la variacién.

Se mantuvo exaltada la virulencia por pasajes, en la co-
baya inoculada por via muscular. Muchas cepas fueron ensa-
yadas sin poder alcanzar valores méas bajos que los indicados.

La D. M. M. del cultivo entero fué determinada en mu-
chas ocasiones y se la encontré siempre préxima a 0.1 ¢cm.3 (1),

Si se compara el valor de nuestras toxinas con el de las
obtenidas por Bull, puede apreciarse que las nuestras son de
una toxicidad muy inferior.

I7ol. V. No 5.

Veremos mas adelante que la toxicidad de un filtrado de -

B. Welchii no es indice absoluto de su poder antigénico antité-
xico lo que permite explicar que hayamos obtenido sueros de
actividad grande utilizando toxinas de escaso valor téxico. Pe-
ro a pesar de ser buenos antigenos, estas toxinas no pueden ser
utilizadas para la determinacién del valor antitéxico del suero,
pues el volumen que habria que inyectar seria demasiado gran-
de. Ademas se inyectarian simultaneamente con el téxico espe-
cifico, sustancias téxicas de naturaleza no antigénica que harian
imposible toda determinacién. Para resolver el problema de

la obtencién de una toxina fueron estudiados los siguientes
asuntos:

a) Eleccién del caldo.

b) Tiempo de incubacién éptimo.

¢) Atenuacién de la tokina por el tiempo.
d) Atenuacién de la toxina por filtracion.
e) Estabilizacién por precipitacion.

a) Fleccion del caldo

En 1921 fué ya estudiado este asunto (2) y se decidié
entonces usar la técnica aconsejada por Bull y Pritchet (9-10)
que permitié preparar toxinas suficientementet activas y ade-
méas conseguir sueros antitéxicos activos.

(1) La inoculacién era hecha completando el cultivo hasta 1 em.3 con caldo,
pues si se usa solucién {jsioldgica, los resultados son siempre irregularisimos.
Este método lo usamos para todos los experimentos de determinacién de poder
natdgeno.
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Como Bengston (8) indica que con la técnica de Kruif,
Adams é Ireland (11), se pueden obtener toxinas liquidas de
B, Welchii cuya D. M. M. para las palomas oscila entre 0.12 cm.3
v 0.20 (en realidad entre 0.12 y 0.30, pag. 20), seguimos las
indicaciones de estos autores y tuvimos oportunidad de com-
probar sus observaciones.

La técnica seguida para la obtencién del caldo es la si-
guiente: 3 litros de caldo preparado en la forma indicada en la
pagina 527 se colocan en un frasco grande con dos kilos de car-
ne molida cocida y bien exprimida que ha servido para la ob-
tencién de agua de carne. Se esteriliza por calentamiento a 100°
durante una hora y por'10’ a 115°, El caldo se enfria rapidamente
con ventilador y luego en agua fria hasta 38¢. Se toman 10 cm.?
del caldo sobrenadante, se titula con Na OH hasta pH 8.4 y se
aflade NaOH (20 %) estéril en proporcién de la cantidad de
caldo que se ha usado. (3 litros). La reaccién queda aproxima-
damente a pH 7.6, Se afiade glucosa estéril en proporcion
del 2 ¢, . Se siembra con un cultivo fresco de agar blando
(0.25 9% en agar) y se incuba a 37°.

Bull y Pritchet han observado que la adicién de musculo
esterilizado no favorece la formacién de toxina, mientras que
la de musculo fresco la aumenta considerablemente. ‘

De Kruif, Adams e Ireland confirman este resultado (pa-

gina 585) y agregan que no hay diferencia en la toxicidad. de
los filtrados, ya se afiada poco o mucho musculo estéril (desde
una cantidad de msculo igual al volumen del caldo hasta igual
a 1/5).
" Estos autores prueban que el musculo fresco afiadido al
caldo y esterilizado después aumenta considerablemente la pro-
duccion de toxina, pero que la toxicidad es mucho mayor si se
agrega una proporcién grande de miisculo. Las diferencias son
va muy marcadas entre una mezcla de 1 parte de misculo y una
de caldo, y una de misculo y dos de caldo.

La contradiccién entre los datos de Bull y los de De Kruif
es solo aparente, pues las condiciones en que ambos autores han
experimenta-do son tan diferentes que permiten explicar per-
fectamente que las deducciones sean distintas.

Nuestros experimentos- (protocolo a), confirman los de
De Kruif, Adams e Ireland, como ya lo hicieran Bengston (8)
en 1920 y varios autores ingleses - (6) en 1919 (Medical Re-
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Vol. V. No- 3.

search Comittée, Special Report Series N¢ 39, pag. 10 y 118,

afio 1919).

Importancia del agregado de carne cocida al caldo para la ob-
tencion de filtrados de gran toxicidad.

En un frasco de un litro de capacidad, se colocan 300 grs.
de carne molida y cocida y 500 em.? de caldo con peptona P. D.
2% y 0.5 % de CINa.

En otro frasco se colocan 800 c¢m.? del mismo caldo y se
esterilizan ambos medid hora a vapor y 10” a 115¢.

Ambos se alcalinizan en la forma indicada mas arriba. Se
afiade al primero 9 cm.? de sol. de glucosa al 10 % y al segundo
14 cm.? y se siembran ambos con cultivo en agar blando de 6
horas. ‘

A las 18 horas de incubacién a 37° se filtran por papel y
por bujia Berkefeld y se prueba la toxicidad del filtrado en
cobayas por via endovenosa.

8-11-27
. Toxicidad del filtrado del caldo Toxidad del filtrado del caldo
con carne sin carne

0.2 vive . 0.5 vive

0.3 + 3 horas 0.8 vive

0.4 4+ 3 horas 1.8 vive

0.5 + 2 horas 1.5 + 2.45horas

0.8 4 40 2 4 30

Esta experiencia revela que la adicién de carne cocida y
va extraida para obtener agua de carne, aumenta la toxicidad

del filtrado de B. Welchii 5 veces.

La toxicidad es un poco menor que la de las toxinas de
de Kruif y de Begnston, pero en otros ensayos hemos alcan-
zado valores iguales,
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b) Tiempo de tncubacion

Bull y Pritchett (9) (10) han determinado que el tiempo
6ptimo de incubacién para la produccién de toxina, es de 18-24
horas. La’ atenuacién de la toxicidad en caldos con musculo,
adicionados de 0.5 % y 1 % de glucosa es relativamente lenta,
pues en algunos casos apenas se nota disminucién en 3 dias.
En 6 dias se reduce mucho la toxicidad y llega a veces a ser
s6lo 1/5 de la maxima.

De Kruif y Bengston incuban por tiempo igual al acon-
sejado por Bull y Pritchett. .

-~ Es.general la opinién de qué el maximo de toxicidad se al-
canza muy rapidamente y siempre antes de las 24 horas de
incubacién, hecho que, por otra parte, estd de acuerdo con
los caracteres de cultivo de B. Welchii, que desarrolla con una
rapidez e intensidad considerables,

En los protocolos que siguen reproducimos los resultados
de las experiencias hechas para averiguar la variacién de la
toxicidad con el tiempo de incubacidén.

En frascos de 6 litros de capacidad se colocan 3 litros de
caldo con peptona Parke 2 % y 0.5 % de cloruro de sodio y 2
kilos de carne molida extraida y cocida.

Una vez esterilizados se alcalinizan con NaOH en la for-
ma ya descripta.

Se enfrian los frascos y se afiaden 60 ecm.? de glucosa al

10 % y se siembran con cultivos de B. Welchii en agar blando

de 30 horas.

Primera experiencia

| A las 8 y a las 24 horas de incubacién a 37° se filtra un
litro por papel v bujia Berkefeld y se prueba la toxicidad en
palomas y cobayas.

. Toxicidad del filtrado a las 8 horas de incubacién a 37°
24-1-28

Cobayas (F 280 gs.) inyec. endov. Palomas (+ 280 gs.) inyec. intram.
1.0 4+ 2 horas 0.4 vive
1.2 4+ 55 0.5 + en la noche
1.5 4+ 3% 0.6 4+ en la noche
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Toxicidad del filtrado a las 24 horas de incubacién a 37°

25-1-28

Cobayas (280 gs.) inyec. endov. Palomas (280 gs.) iny?c. intram,

0.8 vive 0.6 vive
1.0 4 24 horas 0.8 vive
1.5 4 en la noche . 1.0 vive

Al mismo tiempo se hace otra experiencia igual, utilizan-
do el mismo caldo, pero agregandole 2 kilos de carne cruda y
molida y esterilizando después.

Segunda experiencia

Toxicidad del filtrado a las 8 horas de incubacién a 37° con carne cruda

24-1-28

Cobayas (+ 280 gs.) inyec. endov.

Palomas (+ 280 gs.) inyec. intram.

1.0 4 2.20 horas
1.2 4+ 2 horas
1.5 + 1%

0.3 vive
0.4 4 en la noche
0.6 4+ en la noche

Toxicidad del filtrado a las 24 horas de incubacién a 37° con carne cruda

25-1-28

Cobayas (280 gs.) inyec. endov. Palomas (280 gs. inyec. intram.

1.0 cm.3 vive 0.6 vive
1.5 cm.3 vive 0.8 vive
2.0 cm3 4 1.0 em.3 vive

Se realiza otra experiencia con el mismo caldo con carne
cocida,
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Tercera experiencio

Toxicidad del filtrado a las 13 horas de incubacién a 37° con carne cocida

6-1I-28

Cobayas (3 280 gs.) inyec. endov.

Palomas (4 280 gs.) inyec. intram.

0.1  vive

0.2 - en la noche
0.3 + 140

0.4 4+ 1 hora

0.07  vive

0.1 4 en la noche
0.2 4 en la noche
0.3 4 en la noche

Toxicidad del filtrado a los 3 dias de incubacion a 37° con carne cocida

6-1I-28

Cobayas (280 gs.) inyec. endov. Palomas (280 gs.) inyec. intram.

1 vive 0.2 vive
1.6 vive 0.4 vive
2 vive ’ 0.8 vive

De estos protocolos se deduce que el tiempo 6ptimo para
la produccién de toxina de B. Welchii en el medio con carne es
inferior a 24 horas. A las 13 horas la toxicidad es igual' a la
que hallaran De Kruif y Bengston en el tiempo 6éptimo de
18 - 24 horas.

La enorme diferencia entre los valores de los filtrados de
las 13 y las 24 horas hace suponer que el 6ptimo debe estar
mas préximo de 13 horas que de 24 horas. Esta suposicion esta
apoyada también por la misma diferencia que hay entre 8 y
las 18 horas de incubacién. A los 3 dias la toxicidad ha desapa-
recido practicamente. Nuestros resultados estan de acuerdo
con los de Henry y Lacey (13), quienes hallan que el maximo
de toxicidad se alcanza entre las 12 y 24 horas de incubacién
v que la alteracién es muy rapida, desapareciendo la toxicidad
entre el 2° y 3¢ dia.”

Al mismo tiempo se ve que la carne extraida y cocida tie-
ne la misma capacidad activante de la formacién de toxina que
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la carne cruda sin extraer. Este hecho de escasa importancia
tedrica puede significar una economia apreciable si se conside-
ra la cantidad grande de carne gque se agrega.

¢) Atenuacion de la toxina filtrada conservada a la temperatu-
ra de 5°

Bengston ha estudiado la atenuacion de la toxina después
de fitrada, habiendo hallado a 5° una disminucitén a la 1/2 de
la toxicidad en los 10 primeros dias. Luego la atenuacién aun-
que menos marcada existe siempre. La dosis test para la medi-
cién del suero se modifica, pero con mucho menos rapidez que
la toxicidad. Este hecho es un indicio de la facilidad con que
la toxina del B. Welchit debe transformarse en toxoides. Henry
y Lacey (13) observan una atenuacién muy grande a tempera-
tura ambiente y menor aunque evidente a baja temperatura.

Balones con 300 ¢m.? de caldo y 200 grs. de carne se es-
terilizan; se alcalinizan por adicién Na OH estéril en la forma
habitual y se agrega después de enfriados a 382, 6 cm.? de glu-
cosa al 10 %. La siembra se hace con un cultivo de 22 horas
de B. Welchii en agar blando. Se toman dos cultivos de la mis-
ma cepa M., uno el original de la colecciéon y otro son siete
pasajes por paloma. A las 24 horas de incubacién a 37° se
filtran por papilla de papel y arena seca y estéril y por bu-
jia Berkefeld. Se distribuye la toxina en ampollas de 10 cm.?
qQue se conservan a 5°.

Medicién en paloma (por via muscular) de loa D. M. M. de la toxing perfringens
original y 7° pasaje el 14-I1X-27 (dia de la filtracion).

I7ol. V. No 5.

Original 7° Pasaje por paloma
Cabeza roja .......... 0.15 + 15 | Cabeza azul .......... 0.15 vive
Lomo rojo ........... 0.30 4+ 15 { Lomo azul ........... 0.30 + 15
Cola r0ja v...vvvnnnn. 0.50 + 15 | Cola azul ............ S 0.50 -+ 15

16-1X - 27 (a dos dias de la filtracién)

Coja roja .....vvvnn.. 0.15 vive Cola violeta .......... 0.25 vive
Cabeza roja .......... 0.20 4 17 | Cabeza azul ..... P 0.30 vive
Lomo rojo ........... 0.30 vive? | Lomo azul ............ 0.490 17
Cola roja ............ 0.40 +17 | Cola azul ............ 0.50 + 17

A los doce dias de filtradas ambas toxinas son nuevamen-
te medidas en palomas por via muscular.
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26-1X-27
Original 7° Pasaje por paloma
Cabeza 10ja .......... 0.20 vive Cabeza azul .......... 0.30 vive
Lomo rojo ........... 0.30 vive Lomo azul ............ 0.40 vive
Cola roja ............ 0.40 4+ 27 | Cola azul ............ 0.50 vive

La atenuacién en el término de doce dias ha sido muy
grande, pues la D. M. M. ha aumentado en un caso de 0.15 a
0.40 y en otro de 0.30 a mas de 0.50. Esta atenuacién indica
claramente que la toxina no puede ser empleada como toxina
test aiin en el caso de que varie poco la dosis test, pues el
nidmero de D. M. M. en cada dosis se reduciria tanto que haria
al método poco sensible.

Los protocolos anteriores parecen indicar que el pasaje
por un animal sensible no produce aumento del poder toxigeno,
sino por el contrario, una disminucién.

Esta conclusién no puede considerarse como definitiva,
puesto que las toxinas han sido obtenidas por incubacién a 37°
durante 24 horas, en cuyo tiempo puede haberse atenuado mas
la toxina de 7° pasaje por haber desarrollado mas rapidamente
el gérmen.

d). Atenuacion de la toxina por filtracién

Las toxinas que se usen en la medicién de los sueros de-
ben estar exentas de gérmenes para evitar la produccién de
toxinas en el sitio de la inoculacién, pues se introduciria va-
riaciones no controlables que harian imposible toda determi-
nacién de la actividad antitéxica de los sueros.

Esta circunstancia es sélo real para el caso de la inocula-
cién muscular o subcutanea, mientras para la via venosa tiene
importancia relativa desde el momento que los gérmenes ino-
culados en pequefio niimero dificilmente pueden dar en la san-
gre origen a nuevas toxinas.

Es un hecho bien probado que la filtracién de algunas to-
xXinas por bujia reduce mucho la toxicidad, siendo necesario
recurrir a otros medios para esterilizarlas. En el caso del B.
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Welchii el problema tiene un interés muy grande por la peque-
fia actividad de la toxina que en general se obtiene.

Bull y Pritchett (9) (10) observaron una atenuacién por
filtracion de la toxina preparada en caldo, mientras que esa
atenuacién no se observa si se filtra toxina preparada en cal-
do, con miusculo fresco estéril, Este comportamiento tan dife-
rente es muy curioso.

La experiencia que sigue revela que la toxina preparada
en un caldo con carne cocida pierde el 50 % de su actividad
por filtracién a través de bujia Berkefeld.

Un cultivo de 12 horas de B. Welchii eny caldo con carne
cocida, es filtrado por papel plegado e inmediatamente por
bujia Berkefeld perfectamente seca y estéril.

Se compara la toxicidad de ambos filtrados inyectando
cobayas por via endovenosa.

6-1I-28
Filtrado por papel plegado Filtrado por Berkefeld
0.1 + en 20 /horas 0.1 vive
0.2 4+ 140 0.2 -+ en la noche
0.3 + 140 0.3 + 1.40
0.4 4+ 55 0.4 + 1 hora

La atenuacién de acuerdo con estos datos es muy grande.
Aunque este experimento sea objetable porque la toxina fil-
trada por papel contiene gérmenes vivos que pueden haber con-
tribuido a matar las cobayas, es evidente que la atenuacién
existe, *

e) Estabilizaciéon de la toxina por precipitacion

Henry y Lacey (13) en 1920 para evitar la atenuacién
de la toxina liquida aconsejan la precipitaciéon de los filtrados
estériles de cultivo de B. Welchii por sulfato de amonio o por
alcohol. El método que les diera mejor resultado fué el de
una precipitacién previa con sulfato de amonio a saturacién,
disolucién del precipitado y precipitacién con 4 volimenes de
alcohol. La toxina obtenida se conserva sin alteracién por 11
meses.

Vol. V. Nv 5.
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Bengston (8) ha observado que la toxina precipitada por
sulfato de amonio tiene una estabilidad muy grande, no sélo de
fa dosis test, sino de la toxicidad, siendo comparable a la to-
xina tetanica.

Dally, Glenny Masson y O’Brien (17) en un trabajo re-
ciente dicen que la toxina precipitada por sulfato de amonio
es razonablemente estable para ser usada como toxina test en
la medicién del suero. Nuestros primeros ensayos no nos per-
mitieron obtener toxinas estables, pues en el curso de 30 dias
la atenuacién llegé a 40 % y 60 %. Esta disminucién del valor
téxico fué causa suficiente para hacerla inutilizable como to-
xina test. Después de algunas tentativas hemos podido prepa-
rar toxinas de tal estabilidad que en el transcurso de dos me-
ses no fué observada ninguna atenuacidén.

A continuacién se indica la técnica seguida para preparar
la toxina precipitada y se incluyen los protocolos que prueban
su estabilidad.

En frascos de 6 litros se colocan 2 kilos de earne cocida, y
molida y tres litros de caldo con 2 % de peptona P. D. y 0.5 %
de Cl Na a pH 8.4. Se esteriliza una hora a vapor y 10’ a 115°, Se
enfria rapidamente y se agregan estérilmente 60 cm.? de sol.
de glucosa al 10 % y sol. de hidrato de sodio, hasta ligera colo-
racion a la fenoftaleina, tomando en cuenta séio el volumen del
caldo agregado. ]

Se siembra con cultivo de B. Welchii de 24 horas en agar
blando y se pone en estufa durante 12 horas, se coloca en hela-
dera 6 horas y se filtra por papel y por bujia. El filtrado tiene
un pH comprendido entre 6, 8 y 7.

Se afiade hidrato de sodio al 5 % hasta pH 7.8. Se agregan
a dos litros de filtrado 1500 grs. de sulfato de amonio puro y
se revuelve hasta disolucién de la sal. Se recoje el precipitado
con una espatula y se lo pone en un cristalizador, quitandole
la mayor parte del sulfato de amonio por expresién.

E] cristalizador se coloca en un secador con acido sulfdrico
y se seca al vacio (+ a 10 mm.) a temperatura ambiente.

A las 24 horas estid completamente seco. Se muele en mor-
tero y se tamiza por tamiz 60.

Se envasa en ampollas dobles conteniendo una anhidrido
fosférico y la otra la toxina. Se cierra el vacio (4 0.1 mm.) de-
jando en comunicacién las dos ampollas y a los 15 dias se se-
paran soldando el tubo de unién. (14) (15).
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Medicién de la D, M. ecn cobayas por via intraperitoneal y en palomas

30-1I1I-28

por wia intramuscular.

Dosis

Cobayas.
Via intraperitoneal

Palomas. Via intramuscular

0.002
0.004
0.008
0.012
0.016

31-1IT-28

889-240  vive
886-240  vive
871-230 4 31
887-250 © 4+ 31
888-240 4 31

Cabeza ............. vive
Lomo .............. vive
Cola .....ccovvuun. + 31
Ala ..o +, 31
Pecho ............. + 31

' Dosis

Cobayas.
Via intraperitoneal

Palomas. Via intramuscular

0.004
0.005
0.006
0.007

La medicién de la misma toxina a los 50 dias de preparada
da los resultados siguientes:

900-240  vive
829-230  vive
844-250  vive
851 - 240 + 1

Cabeza .............. vive
Lomo .............. +1
Cola ...oovvvininnnn. +1
Pecho .............. + 1

21-V-28 .
Dosis Via i(ri;zz}zsi:coneal Dosis Palomas intramuscular
0.005 312 - 250 vive 0.004 Pecho vive
0.006 302 - 240 vive 0.005 Cabeza + 22
0.007 324 - 250 + 22 0.006 Lomo + 22
0.008 338 - 250 + 22 0.007 Cola -+ 22
0.010 343 - 230 + 22 0.008 Ala + 22
0.012 336-230 422 0.010 Pata + 22
0.012 S. M. + 22

I7ol, V. Ne 5,
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II. ELECCION DEL METODO PARA LA VALORIZACION DE LOS

SUEROS Y LAS TOXINAS

La determinacién de la actividad del suero anti-perfringens
se hizo en el Instituto Bacteriol6gico desde el comienzo de su
preparacién en el afio 1921, por un método utilizado por Wein-
berg (16) que consiste en la determinacién de la dosis minima
de suero que neutraliza a 0.25 cm.? de cultivo de B. Welchii en
caldo peptonado. Esa dosis es casi siempre superior a 2 D. L. M.

e inferior a 4. La cantidad de suero que neutraliza totalmente la _

accién de esa dosis de cultivo es variable entre 1/100 y 1/300
de cm.? Los resultados no se pueden reproducir con exactitud
y el método, como es natural, s6lo permite tener una idea apro-
ximada del valor-del suero.

BAll (9) (10) ha utilizado 1 D. M. M. de toxina filtrada y
como animal de prueba la paloma por via i. musqular.

Bengston (8) en el laboratorio de Mc Coy ha usado 10
D. L. M. de la toxina precipitada y estabilizada y como animal
la paloma inyectada por via muscular. La sensibilidad de la pa-
loma y la relativa regularidad de su muerte con 1 D. M. M. de
toxina, permiten suponer que el método aconsejado por Bengs-
ton debe dar resultados comparables. Debe considerarse este
trabajo.como la primer tentativa de fijar sobre una base exacta
la unidad antitéxica y el método de medida del suero per-
fringens.

En 1918 (Dalling, Glenny, Mason y O’Brien (6) (Special
Report Series del M. R. C. N¢ 39, pag. 120, afio 1919), emplean
el ratén blanco inoculado por via intramuscular con la mezcla
toxina filtrada y suero.

Los mismos autores en 1928 (17) aconsejan el ratén blan-
co y también la cobaya por via intracutinea, que fué usado por
Klose (1916) (18) y Glenny y Allen (12) (1921).

Weinberg en su libro sobre la gangrena gaseosa (La gan-
gréne gazeuse, 1918) indica la posibilidad de determinar la
actividad del suero anti-perfringens, mezclandolo con toxina fil-
trada e inoculando la mezcla por via venosa a cobayas o por via
subcuténea a la laucha.

Henry y Weinberg han utilizado la neutralizacién in vitro
de la hemotoxina del B. Welchii como método de medida de la
actividad del suero especifico.
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En una memoria reciente Dalling, Glenny, Mason y O’Brien,
(17) resultado de una investigacién proseguida por varios afios,
dan un resumen que prueba que las mezclas de toxina de B.
Welchii y su antitoxina, cuando neutras lo son tanto para el
ratén blanco por via venosa o muscular o para la cobaya por
via intracutdnea o para los glébulos rojos in vitro. Estos auto-
res aconsejan para la determinacién del valor del suero, 10 D.
M. M. para ratén blanco por via venosa, de una toxina precipi-
tada por sulfato de amonio.

En nuestras investigaciones iniciadas y proseguidas sin in-
terrupcién por casi dos aflos hemos estudiado con un criterio
parecido al usado por O'Brien y sus colaboradores, este asunto
de la eleccién del método de medida del suero antiperfringens.

La determinaciéon experimental del valor de un medicamen-
to, (del suero antiperfringens en este caso) tiene un sentido
practico cuando el valor obtenido es una medida de su act'ivi-da-d
terapéutica o preventiva para la enfermedad humana. En el
caso de las enfermedades frecuentes y de marcha més o menos
tipica y regular es posible comparar los resultados de la medida
experimental con los obtenidos en la clinica y deducir después
de un estudio prolijo y con un ndmero grande de casos, si el
método de medida tiene la justificacién que da la experiencia
en el hombre.

En el caso que nos ocupa no hay probabilidad de recurrir
a ese criterio por cuanto las gangrenas gaseosas son muy raras.

Por otra parte, como la gangrena gaseosa humana (por lo
menos la que es consecuencia de un traumatismo) se puede imi-
tar de una manera casi perfecta en los experimentos en anima-
les, los resultados de la experiencia tienen en este caso gran pro-
babilidad de ser aplicables al hombre.

El plan desarrollado ha sido el siguiente:

@) Determinacién de la dosis letal minima para distintas
especies.

b) Toxicidad de mezclas de toxina y antitoxina para dis-
tintas especies. ,

a) Eleccién de la especie y via y de la dosis test de toxina.

a) Determinacion de la dosis mortal minima para distintas es-
pecies .

La toxina precipitada, secada en vacio con 4cido fosférico
se disuelve en el momento de usar en solucién fisiolégica y se

Vol. V. No 5.




Marzo 1929 A. SorpELLI, F, JIMENEZ DE ASUA Y J. FERRARI 541

inyecta. El volumen de liquido inyectado ha sido constante para
cada via en cada especie.

Cobaya. Se inocula: por via venosa (utilizando la yugular),
por via peritoneal y por via muscular, subcutinea, e intracuta-
nea. La inyecciéon venogsa debe ser muy lenta, pues de lo contra-
rio muchos animales sucumben inmediatamente.

Paloma. Se inocula: por via venosa (vena axilar) y por via
muscular en los musculos pectorales.

Ratén blanco. Se inocula: por via venosa, via intraperi-
toneal e intramuscular. Las inyecciones endovenosas se hacen
por las venas de la cola con la técnica de Dale.

El valor de la D. M. M. encontrado estid consignado en este

cuadro.

Peso del

D. M. M. toxina perfringens IV animal

0.006 (en 2 cm.3| (300 grs.)
0.004 (en 2 cm.3| (300 grs.)

Cobaya intrap. .............coveenennan.

0

0q

,  VENOSa .......... PR

Paloma intramuscular ................. g 0.004 (en 2 cm3| (300 grs.)
o INEFAV. o g 0.0008 (en 21cm.3| (300 grs.)
‘Ratén blanco intrap. ................... g 0.0008 (en 1 cm.3} (20 grs.)
" L, ointrav. ..., g 0.0005 (en 1 cm.3] (20 grs.)
D. R. subc. cobayas (1) .................. g 0.0008 (en 1 cm3 —
, odntracut. ;Lo g 0.0001 (en 0.2 cm.3 —

La mayor regularidad ha sido observada en cobayas por
via peritoneal y en palomas por via muscular,

El protocolo que sigue prueba la regularidad de la muerte
de las cobayas inyectadas por via intraperitoneal.

RESULTADO
Dosis
Viven Mueren
4 mg. 5 0
5 mg. 6 1
6 mg. 0 6

’

(1) D. R. Dosis limite que produce reaccién.

v
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La muerte sobreviene a las pocas horas (siempre antes de
las 24) lo que permite una observacién rapida. Ademas las le-
siones presentan caracteres suficientemente tipicos para que
se las pueda reconocer facilmente.

Los protocolos siguientes del Dr. Jiménez de Asiia dan
idea de la naturaleza y extensién de las lesiones.

Animales estudiados. Inyeccion intraperitoneal

Cobaya 739 Inyectada con 0.005 (1 D.M.M.) muerta a las 11 horas de la iny.

2” 729 i ” 00075 (1 % » )
w740, » 0.015 (3 »o )

»” 1 8 » ” ”

”» ” 5 ” »” ”

Inyeccion intravenosa

Cobaya 741 Inyectada con 0.004 (1  D.M.M.) muerta a las 4 horas de la iny.

”» 743 »» ” 0.006 (l VZ » ) ” » 1% » ” ”
” 742 ”» ” 0'012 (3 ” ) ” 1 1 % 1 ” ”

NECROPSIA. Meninges y cerebro, con vasos bien dibujados
ilenos de sangre.

Cavidad tordxica: corazén grande en didstole. Cavidad pleu-
ral con pequefia cantidad de liquido sanguinolento. Pulmones

rojo obscuro o negruzco, retraidos, muy poco aireados, espe-
cialmente en los animales inyectados por via intraperitoneal

(quizé debido a ser m4s tardia la muerte). Cavided abdominal

con pequeiia cantidad de liquido sanguinolento. Tubo digestivo
agongestionado. Higado de color rojo obscuro. Bazo algo aumen-
tado de volumen y de color negruzco. Rifiones muy congestiona-
dos. Cdpsule suprarrenal muy amarilla en su porecién cortical.

EXAMEN MICROSCOPICO. Cerebro: no se observan otras al-
teraciones que la congestiéon. Es de notar, sin embargo, que no
se realizé una investigacién detenida ni se aplicaron otros mé-
todos que los generales.

Corazén. Miocardio normal. Vasos dilatados y llenos de
sangre. Pulmones y bronquios. Algunos bronquios presentan
descamacion del epitelio, hallandose su luz llena de detritus. Los
pulmones poseen una textura casi compacta, pues debido a la
enorme dilatacién capilar los alvéolos se hallan estrechados.

Dentro de los vasos, repletos de hematies se encuentran
abundantes células con glébulos rojos incluidos; los leucocitos
polinucleares no son muy numerosos.

Higado. Células hepaticas de ordinario bien conservadas,

hallandose los cordones celulares algo separados debido a la di-.
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latacién de los capilares intralobulillares que se encuentran lle-
nos de sangre. En algunas células de Kupffer existen hematies
fagocitados. En los animales cuya muerte ha sido mas tardia
pueden encontrarse focos necrobiéticos circunscriptos preferen-
“temente localizados en la periferia de los lobulillos.

Bazo. Foliculos pequefios. Pulpa muy congestionada, rica en
células grandes, vacuoladas cargadas de erifrocitos. Ausencia
de pigmentos hematicos.

Rifion. Epitelio de ordinario bien conservado, pues sélo en
algunos tubos se observa una moderada descamacién de las cé-
lulas. Vasos dilatados llenos de sangre. Asas glomerulares muy
dilatadas estando por ello los glomérulos aumentados de volumen,

Suprarrenales. Aparte de la congestién debe mencionarse
la gran riqueza de lipoides en la cortical.

Resumen. Congestién intensa de todas las visceras. Eritro-
fagocitosis espleno-hepatica en su fase inicial (ausencia de pro-
ductos de desintegracién de la hemoglobina). Notable esteato-
sis suprarrenal. En algunos casos lesiones necrobiéticas circuns-
critas al higado.

La toxicidad para cobaya por via muscular ha sido muy
pequefia y la muerte se ha producido en forma tan irregular
que no ha sido posible establecer la D. M. M.

En el ratén blanco por via muscular hemos observado una
pequefia toxicidad descartando su'uso desde las primeras expe-
riencias.

La via subcutianea en la cobaya ha revelado poca sensibi-
lidad, pues la reaccién local se ha observado con poca diferencia
de intensidad a pesar de duplicar la dosis inyectada.

Igual puede decirse de la via intracutinea, pues la reaccién
no crece en proporcién de la dosis de toxina y se requiere para
diferenciar una reaccién dudosa de una positiva una dosis de
toxina que varia de 1 a 2.

Los resultados més regulares fueron obtenidos sin duda
alguna por inoculacién intraperitoneal de la cobaya.

‘ .
b) Toxicidad de mezclas de toxina y antitoxina para distintes
espectes '

Con el fin de apreciar la sensibilidad y la regularidad del
comportamiento de las distintas vias de las distintas especies,
se prepararon mezclas de suero y toxina y de cada mezcla se
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inyectaron animales con una cantidad proporcional a la D. M.
M. para cada via y cada especie.

Con esta precaucién puede decirse que la probabilidad de
intoxicacidn es proporcional a la cantidad de toxina que no ha
sido neutralizada por el suero, y que las diferencias que puedan
observarse deben ser imputables o a una distinta neutraliza-
cién de los diferentes constituyentes toxicos de la toxina, o a
una diferencia de avidez o a un fenémeno semejante al que se
observa con las mezclas de toxinas y antitoxina diftérica in-
yectadas por via subcutdnea o venosa.

Las experiencias fueron hechas con cobayas (via venosa
y peritoneal) ratones blancos (via venosa y peritoneal) y palo-
mas (via muscular y venosa).

Con tres sueros anti-perfringens desecados en corto tiempo
(en vacio sulftrico, mas o menos en media hora), pulverizados,
tamizados y desecados sobre anhidrido fosférico en vacio, se
hacen soluciones con glicerina al 66 % y se preparan mezclas
que contienen para una misma cantidad de toxina cantidades
variables de suero.

Los intervalos se eligen de acuerdo con la sensibilidad que
esperabamos del método.

Se adopta como cantidad de toxina la que corresponde a 5

dosis mortales minimas para ¢ada una de las especies. De acuer-

do con el cuadro de pag. 17, las dosis de toxina inyectadas
fueron:

CUADRO A
Cobaya 1. peritoneal ................ .ot 0.006 X 5 — 30 mg.
po LVENOSO ..t 0.004 X 5 = 20 mg.
Paloma i. muscular......... ... .. ... 0.004 X 5 — 20 mg.
p L VENOSO i 0.0008 X 5 — 4 mg.
Ratén blanco i. peritoneal................. ..., ”O-.‘E)OOS X 5 = 4 mg.
" , 1. venoso ....... et 0.0005 X 5 = 2.5 mg.

Las mezclas usadas fueron para el sucro 890

De 100 mg. de toxina -+ 25 mg. de suero
M ” ” » 1 —'— 30 ” ”
” » ” b2} 1” + 35 b2l ”

”

n
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Para el suero 522

De 100 mg. de toxina 4+ 6 mg. de suero

”» 2} 2] ” » + 7 » » 12
2 Eh) ” ” ” + 8 i3 » »
” ”» ” ” » + 9 » ” ”
”» ” ” » » + 10 » » ”

Para el suero 359
De 100 mg. de toxina 4+ 7 mg. de suero

2 12} ” ” » 8 ” ” ”
1 ” ’ » ”» 9 ” » 2}

” ” ”» » ” + 10 ” ” ”
v

Todas estas mezclas se completan a un volumen de 10 cm.8
v de cada una se inyectan voldmenes que contienen las canti-
dades de toxina indicadas en el cuadro A para cada especie y
cada via. Los resultados estdn en los protocolos que siguen. Se
han excluido los resultados de las pruebas por via intra y sub-
cutanea en las cobayas por no tener certeza de la exactitud de
nuestras observaciones, que no estan de acuerdo con las comu-
nicadas por otros autores.

SUERO 809

g E| ¥

9 1”14

Cobaya (peritoneal) ................ ¢ {gzjzlrleu i g ._7—
Cobaya (Venosa) .........oviirieeennannnnenens {i?::;en i ?1 7
Ratén blanco (peritoneal)..............c...... %3;::;611 } 2 ;
Ratén blanco (venosa)..................c.oooevn. {i’;“::;en : ?, 2

) Paloma (muscular) ..............ovvuiviinnnn. {33::“ i g !
Paloma (venosa).........oveurevivaneeneaionn, {:,?‘L:;en i (13 ;
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SUERO 3522
b0 bo o0 b o
O ~ o 2
Cobaya (peritoneal)......... {::::;en j g é 7 ;
Cobaya (venosa)............ fmueren 4 7 6 1 -
viven — _ 3 2
Ratén blanco (peritoneal). ... {:il‘l:.:;en : _ 1 g ;
Ratén blanco (vénosa) ....... {3;:Z;en : : ; 2 §
SRR ol B B S O
Paloma (venosa)............. { rrilueerrlen - - g i —7—
viv — —
SUERO 359
oo ) ) o
& & g &
o~ [ole} f= 2
1
Cobaya (peritoneal)................... .{:}Ti]::;en ? ‘21 i :
Cobaya (venosa)...................... {ztztl‘len i :1), ; Z

a) Eleccion de especie, via y de dosis test de toxina

Salvo pequefias diferencias, la misma mezcla ha sido igual-
mente téxica para especies distintas, lo que parece indicar que
la toxina actia de una manera semejante en todos los casos y
que la neutralizacién se realiza de una manera siempre igual.
Esto equivale a decir que la toxina se comporta para esas es-
pecies como si fuera una toxina tnica y 'que el suero tiene una
sola componente, especifica para dicho téxieo.

ki
i
|
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Las diferencias observadas entre la sensibilidad de los ani-
males de la misma especie inyectados por diferentes vias, tam-
bién han sido pequefias, y apoyan por lo tanto la suposicién
anterior.

Este comportamiento de la toxina de B. Welchit y de su
antitoxina simplifica mucho el problema de su medicién y lo
reduce practicamente a un caso semejante al de la toxina dif-
térica o tetdnica y sus sueros antitéxicos. Ademas, permite su-
poner que la intoxicacién humana seri paralizada de manera
semejante y en proporcién de la cantidad de antitoxina que se
inyecte. La objecién principal a esta manera de considerar el
problema reside en la posible diferencia entre la toxina prepa-
rada in vitro y la que el B. Welchii engendra en los tejidos.

En los protocolos anteriores se ve que la mayor regulari-
dad existe para las cobayas inyectadas por via peritoneal. Ha-
biendo decidido definitivamente el empleo de esa especie y de
la via peritonal de inyeccién, tratamos de averiguar si las di-
ferencias entre log resultados obtenidos por distintas dosis de
suero podian hacerse méas claros aumentando la dosis de toxina.
La experiencia seguramente prueba que eso ha sucedido.

La variacién observada en él porcentaje de los animales
que sobreviven o que mueren, al variar la cantidad de suero, es
mucho mayor para 10 que para 5 D. M. M. Este aumento de la
sensibilidad del método es tan apreciable que a pesar de la ma-
yor cantidad de toxina que se debe usar, hemos decdido emplear
como dosis test la que corresponde a 10 D. M, M.

La repeticion de experiencias semejantes a las protocoli-
zadas en los cuadros anteriores, nos han dado la certeza de que
con esa dosis y con un solo animal se puede apreciar una varia-
cién del 10 % de actividad del suero.




Cobayas

inoculadas 2.5 mg.
por 5 10
DMM| DMM

Mueren 4 —

Via peritoneal
Viven 0 —
Mueren 4 —

Via venosa
Viven 0 —




SUERO 809

Dosis de suero usada para cada 100 mg. de toxina IV,

3.0 mg. 3.5 mg. 4 mg. 5 mg.

5 10 5 10 5 10 5 10
DMMDMM|DMMDMM|DMM DMM/|DMM|DMM
4 2 0 0 — 0 — 0
3 0 7 4 — 2 — 2
3 — 0 2 — 1 — 0
4 — 7 0 — 1 — 2
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Cobayas
inyectados

por

Via intraperi-
toneal

Via venosa

6 mg
5 10
D M MD M
Mueren 4 —
Viven 0 —
Mueren 4 —
Viven 0 —




SUERO 522

Dosis de suero usada para cada 100 mg. de toxina IV.

7 mg. 8 mg. 9 mg. 10 mg. 12 mg.

5 10 5 10 5 10 5 10 5 10
DMMDMMDMMDMMDMMDMMDMMDMMDMMDMM
4 — 1 — — 4 0 0 — 0
3 — 8 — 7 0 2 4 — 2
7 — 6 — 1 2 0 2 — 0
0 — 3 — 6 0 2 0 — 2
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Cobayas

inyectadas A 7 mg.
por 5 10
DMM | DM
Mueren 3 —
Via intrape-
ritoneal
Viven 1 —
Mueren 3 —
Via venosa
Viven 0 .




SUERO 359

Dosis de suero usada para cada 100 mg. de toxina IV.

8 mg. 9 mg. 10 mg. 12 mg.
S 10 2 10 5 10 5 10
I I DMMDMM|DMM|DMM|DMM|DMM|IDMM DMM
4 — 5 0 1 0 — 0
2 — 4 4 6 4 — 2
3. — 7 0 1 1 — 0
1 — 2 2 4 1 — 2
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RESUMEN

El estudio de las condiciones en que se puede producir una
toxina de B. Welchit activa, nos ha conducido a adoptar la técnica
de De Kruif, Adams e Ireland y que ha utilizado Bengston con
resultados favorables. El medio estd constituido por un caldo
comin alcalino pH 8.4, al que se agrega carne molida cocida,
ya usada para preparar agua de carne (medio conocido como
de Tarozzi o de Kitt), en la proporcién de 600 gramos, para un
litro de caldo. Esta mezcla se esteriliza a 100° una hora y a
120° 15°. Después de la esterilizacién se alcaliniza a pH 7.6 y se
agrega 2 % de glucosa estéril. Se siembre un cultivo en agar
blando de B. Welchii de pocas horas (8 a 24 horas) y se incuba
por un tiempo inferior a 24 horas. En nuestros ensayos el tiem-
po necesario para llegar a la toxicidad mayor estd comprendido
entre 12 y 24 horas. Después la toxicidad disminuye conside-
rablemente y a los 3 dias el caldo es atéxico.

La filtracién por bujia Berkefeld permite obtener una to-
xina medianamente activa, pues la toxicidad se reduce a la mi-
tad por filtracién por la bujia.

La D. M. M. de estos filtrados es de 0.15 cm.? para la palo-
ma de 300 grs. por via intramuscular.

La toxina liquida conservada en la heladera ( + 5°) se ate-
nia de manera considerable y a los 12 dias sélo tiene una mitad
de la actividad.

La estabilizacién de la toxina se consigue ficilmente por
precipitacién con sulfato de amonio (Henry, O’Brien, Bengs-
ton). La técnica adoptada por nosotros es la siguiente: el fil-
trado se alcaliniza hasta pH 7.8 y se agrega sulfato de amonio
purisimo hasta saturacién. El precipitado se recoge inmediata-
mente, se coloca en un cristalizador, se exprime la mayor parte
del sulfato de amonio y se seca en vacio sobre acido sulfii-
rico a temperatura ambiente. Al dia siguiente la toxina esta
seca. Se la pulveriza, tamiza y conserva en ampollas con anhi-
drido fosférico en vacio, en la obscuridad y a baja temperatu-
ra. En dos meses no se observé ninguna alteracién de la to-
xicidad.

La determinacién de la dosis mortal minima para distintas
especies, por distintas vias dié los siguientes valores. Cobaya,
via peritoneal, 6 mgs.; via venosa, 4 mgs.; paloma: via mus-
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cular, 4 mgs.; via venosa, 0.8 mgs.; ratén blanco, via perito-
neal, 0.8 mgs.; via venosa 0.5 mgs.

Las cobayas y palomas pesaban 280 -300 grs. y los rato-
nes blancos 20 grs. Las cobayas inyectadas por via muscular
dieron resultados muy irregulares.

En el estudio de la neutralizacién de la toxina por el sue-
ro especifico se ha podido establecer que si se inyecta de una
misma mezcla una cantidad tal que contenga 5 dosis mortales
minimas para cada especie, la toxicidad es practicamente la
misma para todos (cobayas, ratén blanco y paloma).

Igual conclusiéon se saca .si se comparan vias distintas en la
misma especie.

Las pequefias diferencias observadas no tienen importan-
cia para el problema que nos ocupa, aunque es en general evi-
dente una mayor toxicidad de la misma mezcla por via venosa
que por via peritoneal o muscular.

La especie que permitiera obtener resultados de mayor re-
gularidad ha sido la cobaya inoculada por via intraperitoneal.

Elegida la cobaya como animal de prueba y la via perito-
neal para la inyeccién, se investigd si una dosis de toxina igual
a 10 dosis minimas mortales permitia obtener resultados mas
netos. La experiencia probé que en efecto las 10 minimas mor-
tales dan resultado de mayor sensibilidad y precisién que 5.

Hemos elegido, en consecuencia, como base para la medi-
cién del suero perfringens una dosis test de toxina que contie-
ne 10 dosis mortales para la cobaya inyectada por via perito-
neal. La muerte con mezclas téxicas sobreviene siempre antes
de las 24 horas. Raro es el animal que sucumbe después de este
tiempo.

Las lesiones descritas someramente mas abajo son bastan-
te caracteristicas para presumir gue la intoxicacién con toxina
de B. Welchii es causa de la muerte.

Congestion intensa de todas las visceras. Eritrofagocitosis
esplenohepatica en su fase inicial (ausencia de productos de
desintegracién de la hemoglobina). Notable esteatosis suprarre-
nal. En algunos casos lesiones necrobiéticas circunscriptas al
higado.

Con estos antecedentes queda suficientemente fundado el
método de determinacién de la actividad antitéxida del suero
anti-perfringens que puede resumirse asi: toxina: precipitada

_ por sulfato de amonio y conservada en vacio seco. Animal de

Vol. V. No 5.
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prueba: cobaya de 250-300 grs. Vie: intraperitoneal. Dosis
de toxine: por lo menos debera contener 5 D. M. M. Suero test:
desecado al vacio, pulverizado y conservado en vacio seco. Di-
suelto en glicerina (66 partes) y solucién fisiolégica (383 par-
tes).

Valoracion del suero “test”. La dosis “test” de toxina (en
el primer caso 10 dosis mortales minimas), se mezclan con
dosis diferentes de suero “test.” Se completa a un volumen de
2 cm.? y se deja a temperatura ambiente por media hora. In-
yeccién peritoneal a la cobaya. Oservaciéon a las 24 horas. La
dosis de suero “test” que se elige es la mayor que no ha sido
capaz de neutralizar la toxina. Valoracion de la toxina “test.”
Con la dosis de suero asi fijada, se determina la dosis “test”
(de la misma o de una nueva toxina) de la misma manera que
se hizo para el suero eligiendo la menor dosis de toxina que
ha dado una mezcla téxica. La determinacién del valor de un
suero se hace de acuerdo con la técnica corriente usada por
los sueros tetanico y diftérico. _

La eleccién de la unidad es una cuestiéon ajena como se
comprende al método de medicién, y debe estar determinada
por la actividad de los sueros, que como se sabe no se puede
variar a voluntad, y por la dosis que se juzgue necesaria para
el tratamiento o la prevencién de la gangrena producida por el
B. Welchii en el hombre.
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