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Mediciéon del suero anti-perfringens (B. Welchii)

' Por A. Sordelli y J. Ferrari
(PRIMERA COMUNICACION.—SEGUNDA PARTE)

En la parte anterior de esta comunicacién hemos descrito
un método de medicién del suero anti-perfringens fundado so-
bre el empleo de una toxina precipitada por el sulfato de amo-
nio y la inoculacién intraperitoneal a la cobaya. Nos ocuparemos
en esta segunda parte de la aplicabilidad del método y de algu-
nos problemas que se han presentado en el curso de estos es-
tudios. '

a). La titulacién del suero test 809 con la toxina perfrin-
gens 1V, de la que se adoptaron 10 D. M. M. como dosis test,
dié los resultados protocolizados en la pag. 548 que prueban
que la dosis de suero que neutraliza totalmente 100 mgs. de
toxina es la de 3.5 mgs. La dosis de 3 mgs. para la misma can-
tidad de toxina da una mezcla téxica.

~

Las cantidades absolutas inyectadas a cada cobaya son:

Mezcla neutra: g. 0.060 de toxina + g. 0.0021 suero test 809
»  toxica: g. 0.060 » + g. 00018 » > »

La diferencia entre ambas dosis de suero es del 15 %. No
hemos investigado si es posible una mayor aproximacién. Cree-
mos que para fundar el método es suficiente esta exactitud.

Las determinaciones de los valores consignados en las ta-
blas (pag. 548) del trabajo anterior fueron hechas con el suero
test disuelto en la mezcla de glicerina y solucién fisiolégica de

' . manera igual que la usada para los sueros antidiftérico y antite-
tanico test.
; La misma solucién fué reproducida de la siguiente manera:
0.500 g. de suero seco se disuelven en 8.5 cm.3 de solucién fisiold-
¢ gica y luego se afiade glicerina-has}ta completar el volumen de
‘ 25 em.? a 15° y se filtra para separar un residuo insoluble.
Cada centimetro ctéibico de esta solucién contiene 0.20 grs.

de suero seco. De una dilucién de 1 em.? con 9 em.? de solucién
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fisiolégica se toman las cantidades necesarias para realizar la
siguiente medicién que reproduce exactamente la anterior ya
mencionada, esto es que 100 mgs. de toxina son neutralizados
por 3.5 mgs. de suero.

g de suero 809 g de toxina IV Resultado
0.0015 0.060 -+ en la noche
0.0015 0.060 + en la noche
0.0018 0.060 -+ en la noche
0.0018 0.060 -4 en la noche
0.0021 0.060 Vive.

0.0021 0.060 Vive.

b). Adoptada como dosis test de suero la de 1.8 mgs. se
realiz6 una determinacién de la toxina IV con un intervalo de
aproximacién del 8 % y al mismo tiempo se determiné la ‘dosis
test de una nueva toxina III. El protocolo siguiente reproduce
los resultados de esa experiencia: a 4 cm.? de solucién de suero
test conteniendo 0.80 gs. de suero seco se afiaden 40.44 cm. de
sol. fisiol. de tal manera que cada cm.? contenga 0.0018 de suero
seco. La toxina es diluida de tal modo que contenga 50 mgs.
por cm.B,

La dosis test de la toxina IV es de 60 mgs. y la de la toxina
III es de 65 mgs.

26-VIIL

Suero 809 | Toxina IV | Resultado Suero 809 | Toxina IIT | Resultado
0.0018 10.070 + 0.0018 0.070 +
0.0018 0.070 0? 0.0018 0.070 +
0.0018 0.065 + 0.0018 0.065 +
0.0018 0.065 + 0.0018 0.065 =+
0.0018 0.060 + 0.0018 0.060
0.0018 0.060 + 0.0018 0.060
0.0018 0.055 0.0018 0.055
0.0018 0.055 . 0.0018 0.055
0.0018 0.050 0.0018 0.050
0.0018 0.050 ' 0.0018 0.050
0.0018 0.045
0.0018 0.045
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Los resultados con la sola excepciéon de una cobaya, con la
dosis de 70 mgs. son muy regulares y revelan la semejanza de
comportamiento de dos toxinas obtenidas en tiempos diferentes.
El parecido es tal que hasta la dosis test resulta casi la misma
en ambas. *

¢). La titulacién de estas dos toxinas nos permite compa-
rar con la dosis test de cada una, varios sueros. Dos de ellos el
809 y el 657 son sueros sin concentrar y el tercero 902 concen-
trado por el sulfato de sodio.

7--VIII-28
S =
Suero 809 Toxina IV % Toxina IIT %
g g
1/25 -+ 0.060 tox. IV—108-190 0] 0.065 tox. IIT—199-200 0
1/30 176-190 0 3-200 0
1/35 17-190 -+ 8 189-200 + 8
Suero 657 \
1/50 + 0.060 tox. IV—175-200 0{ 0.065 tox. ITI—138-190 0
1/55 58-220 + 8 57-190 4+ 8
1/60 190-200 4 8 72-200 4+ 8
1/70 . 186-200 4~ 8 27-210 + 8
Suero 902 Conc.
1/80 + 0.060 tox. IV—100-200 0] 0.065 tox. I11—182-200 0
1/100 58-200 0 162-190 0
17120 ©20-200 4 8 120-210 0
1/150 5-200 + 8 187-200 + 8
1/175 75-190 +~ 8 101-200 + 8
1/200 174-190 + 8 191-200 + 8

La cantidad de suero usada es 1 cm.? de las diluciones in-
dicadas en cada caso. Los resultados son concordantes con la
excepcién del suero 902 que neutraliza la toxina IV con un ¢m.?
de la dilucién 1/100 y a la toxina III con la 1 cm.? de la dilu-
cién 1/120. La experiencia no fué repetida, siendo por lo tanto
imposible establecer si la hipersensibilidad o resistencia de al-
gunas de las cobayas, o el método mismo fueron causa de la di-
ferencia.

La certeza de los resultados se reduce mucho por esa cir-
cunstancia y la experiencia revelara si es conveniente el empleo
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de dos animales inyectados con cada dosis, para disminuir esa
causa de error,

La impresién recogida en el uso corriente del método, es
de que la diferencia se debe a una causa accidental.

d). Se acepta generalmente que la causa méas importante
del poder patégeno del B. Welchii reside en la toxina segregada
vy que por lo tanto su neutralizacién debe ser suficiente para
disminuir o anular dicho poder patégeno. Si esta opinién es
correcta, debe existir un paralelismo entre el poder antitéxico
y el anti-infeccioso de los sueros. Esto ha sido supuesto por va-
rios autores y en general se acepta como un hecho probado.

En nuestro caso hemos tratado de averiguar si con el método
de medicién antitéxica propuesto anteriormente se podia deter-
minar una cifra que estuviera en concordancia con el valor an-
ti-infeccioso. Al mismo tiempo se traté de establecer si este
comportamiento igual se observaba con sueros obtenidos por
inmunizacién con una toxina de 12 horas de incubacién y otra
de tres dias.

Se utiliza: suero de caballo 525 (inmunizado con toxina de
12 horas de incubacién) y cuya medicién con toxina seca por
via peritoneal utilizando 5 D. M. M. da para 1 cm.? un valor de
neutralizacién de 550 D. M. M., y suero de caballo 449 (inmu-
nizado con toxina de 3 dias de incubacién) del cual la medi-
cién practicada en las mismas condiciones da un valor de neu-
tralizacién igual a 450 D, M. M.

El cultivo empleado es de caldo con carne de 20 horas de
incubacién filtrado por algodén, del cual se usa como dosis
0.25 cm.3, ’

La dilucién del suero y del cultivo se hace con caldo. El
volumen final es completado con caldo. La mezcla se inyecta en-
seguida por via intramuscular en cobayas.

17 -1V -28

Suero 449 Suero 525
0.25 350-200 p. ed. 000 0.20 391-200 p. ed. 000
0.20 343-200 ed. ed. 0.15 318-190 ed. ed.
g 0.15 336-210 ed. ed. o 0.10 314200 ed. ed.
S £ 0.10 370-200 ed. ed. 5 0.07 352-210 ed. ed.
S + 0.07 312-200 ed. ed. ©+ 0.05 335-200 4 18
<. 0.05 328210 + 18 & 0.03 304-200 + 18
© 0.03 333-200 4 18 = 0.02 320-200 + 18
0.02 324-190 + 18 0.015 348-20 4 18

0.015 353-200 + 18 5

70l V. No 5.
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La medicién del poder patégeno del cultivo utilizado en
estas experiencias es:

17 -1V -28

0.10 351 - 205 gs. - 18

0.07 399 - 200 + 18

0.05 357 - 200 + 18

0.03 311 - 200 g. ed 4 19
0.02 340 - 210 + 18

0.015 378 - 200 g. ed + 19
0.01 359 - 200 ed + 19
0.007 325 - 190 g. ed. g. ed. ed.21

El protocolo revela que la actividad del suero 525 es supe-
rior a la del suero 449 en la proporeitén de las dosis 0.20 a 0.25
gue si no es exactamente la de los valores hallados con toxina
por lo menos guarda una relacién que en experimentos de esta
indole puede considerarse satisfactoria.

También y probablemente por una coincidencia la cantidad
de dosis mortales que 1 ¢m.? de suero neutraliza, sea de toxina
o de cultivo, es la misma. ;

¢). Disponiendo de un método que permite la determina-
cién exacta del valor antitéxico del suero anti-perfringens pro-
curamos ante todo de que el suero antigrangrenoso preparado
tuviera un valor constante para el B. Welchii.

Investigamos luego la variacién del poder antitéxico de
los distintos caballos, hallando valores muy diferentes (ver pro-
tocolo siguiente). »

Estos datos indican inmediatamente la conveniencia de ele-
gir solo los sueros de valores altos y quizas descartar los caba-
llos malos productores de suero,

Acontece con esta antitoxina lo que con la tetanica y diftéri-
ca que por eleccién de los mejores animales se obtienen sueros
muy activos. Ademas el protocolo permite apreciar la regulari-
dad de los resultados del método propuesto.




PROTOCOLO

Fracciones de ¢cm.3 mescladas con 10 D. M. M. de toxma IV

Suero Sangria de fecha 115 .1/20| .1/25 | .1/30 | .1/35 | .1/40 | .1/50 | .1/60 | .1/70 | .1/85 |.1/100|.1/120|.1/150
525 25 - VII - 28 — - = =] = o) ol —lo !l + |+
525 1 -1IX - 27 — o | — +
516 25 - VII - 28 0 ol —|lo0o ]| 0| +
! 516 1 - IX - 27 0 +
, 522 25 - VII - 28 — 0 o | + ! +
| 522 1 - IX - 27 o | — +
449 25 - VII - 28 0 o |+ | +
; 449 1 - IX - 27 o | — +
359 25 - VII - 28 o | + 1| — | + + 0
359 1 - 1IX - 27 0 +
375 25 - VII - 28 o) + +
375 1 -1V - 27 o) +
519 25 - VII - 28 o 0] + +
867 ” ” 3 O O * O O
|
\ 657 . ” ” o | + |+
| 660 » » » 0 o +
675 " " ” O} o0 +
| 806 ” ” ” 0|0} +
‘ 807 o 0 + +
809 ” ” ” O + +

-
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7). Bull y Pritchet (ver trabajo anterior), han hallado que
para las mezclas de toxinas de B. Welchii y su antitoxina es
valida la ley de los multiplos.

Varios ensayos realizados nos han permitido corroborar
esa afirmacion.

Con los protocolos de pags. 548 v 550 de la comunicacién
anterior, puede deducirse que existe la ley de los multiplos, por
duplicacién de las dosos de toxina para el caso de los sueros
809 y 359.

Es conveniente tener presente, que como el Gnico signo de
la intoxicacién de las cobayas en estos casos es la muerte, una
mezcla se revelari téxica cuando -quede por lo menos una D.
M. M. libre. Como neutras apareceran aquellas que no produ-
¢en la muerte, por no existir una D. M. M. libre. Si suponemos
que los intervalos de la dosis de suero son suficientemente pe-
quefios, podemos imaginar que una mezcla, serd la mezcla t6-
xica limite y otra la mezcla atéxica limite. La primera con-
tendra 1 D. M. M. libre y la segunda contendra como limite ma-
ximo esa cantidad. Al juzgar de la aplicabilidad de la ley de
los miltiplos serd conveniente considerar esta realidad, pues
una mayor cantidad de una mezcla que contiene toxina libre sera
més téxica que una menor.

¢) La probabilidad de determinar la actividad del suero an-
ti-perfringens por la neutralizacién de la hemotoxina contenida
en los fitrados ya fué demostrada por Henry y Weinberg. Re-
cientemente Dalling, Glenny, Mason y O’Brien comunicaron
haber hallado que las mezclas neutras para ratén blanco no tie-
nen hemotoxinas libres, es decir, que son también neutras para
los glébulos rojos.

Como las toxinas usadas para la determinacién del valor
del suero no tienen practicamente valor hemolitico para glé-
bulos de oveja, cobaya o conejo, decidimos ensayar el filtra-
do de un cultivo de 12 horas, que contiene una hemoto-
xina activa. La dosis hemolitica es de 0.01 de cm.?. Se han em-
pleado 50 y 100 dosis hemoliticas para gl6bulos de conejo, la-
vados. Los sueros usados fueron los mismos cuyos titulos figu-
ran en la pag. 560. Las mezclas fueron calentadas por 30’ a 37°
y luego se agregb a cada tubo 1 cm.3 de glébulos al 5 %. La
observacién de la hemolisis fué hecha a la media hora de incu-
bacién a 37°. Para algunos sueros los resultados concordaron
con los hallados por el método de medicién indicado anterior-
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mente. Para otros en cambio la actividad fué tan grande que
el titulo era 10 veces superior al hallado por el mismo método.
Las anomalias fueron tales que el método no pudo ser usado de
ninguna manera para apreciar el valor antitéxico de los sueros.

Valor de neutraliza-
cién de 1 dosis test

Valor de neutraliza-
gion de 100 dosis

Suero - de toxina (fraccio- hemoliticas (frac-
nes de cm.3) cion de cm.3)
807 1/30 1/250
675 1/45 1/200
809 1/30 1/250
806 1/45 1/200
660 1/45 1/250
657 1/55 1/250
375 1/30 1/300
359 1/15 1/150
522 1/85 1/200
449 1/85 1/300
B 519 1/85 1/200
867 1/120 1/400
525 1/120 1/400
902 1/120 1/800
516 1/200 1/1200
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