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Medicion del suero anti- histolyticus

For A. Sordelli y J. Ferrari

(SEGUNDA COMUNICACION)

Para la titulacién de la actividad del suero antihistolitico
fué propuesto por Weinberg el empleo del conejo y como via
de inoculacién la venosa. Este método utilizado desde hace 6
afios en el Imnstituto Bacteriolégico, di6 resultados suficiente-

.mente claros para poder juzgar aproximadamente de la activi-

dad de los sueros. Sin embargo, habia que contar con una va+
riacién de actividad entre 1 y 4 para las mezclas de varios sue-
ros. Esta diferencia es sélo imputable al empleo de toxinas di-
ferentes en cada determinacién y a la falta de un suero patrén
para establecer la comparacion.

En esta comunicacién nos ocupamos del problema de la ti-

tulacién del suero histolitico y proponemos el empleo de un
método que permite la reproduccién exacta de la determina-
cion del valor antitéxico.

PREPARACION DE LA TOXINA

Se realizaron experiencias semejantes a las comunicadas ya
para el B. Welchii, comparando la actividad de los filtrados de
cultivos en caldo y en caldo con carne cocida. Pudo observarse
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que a las 24 horas de incubacién la toxina obtenida en el medio
con carne es de 30 % hasta 300 9% mas activa que la preparada
con el caldo comin.,

La adicién de gelatina al caldo béasico equivale a la adicién
de carne. La toxicidad de los ligquidos centrifugados es muy
grande, pues ya 0.08 c¢m.? alcanzan a matar un conejo de 1000
gramos, inoculado por via venosa, La toxicidad a las 12 horas
es bastante elevada y aumenta hasta las 24 horas. A las 48 ho-
ras se atendan las toxinas muy apreciablemente.

Para la preparacién de la toxina aconsejamos el uso del
mismo caldo con carne utilizado para la obtencién de la to-
xina de B. Welchii. El caldo con gelatina es equivalente y
se prepara agregando 6 % de gelatina al caldo basico. Después
de esterilizado se toma una porcién para ser titulada con Na OH
y al volumen total del caldo se le agrega la cantidad calculada
para llevarlo a pH 7.8. En este caldo recién enfriado se siem-
bra un cultivo de B. histolyticus en agar blando incubando por
24 horas a 37°, -

El cultivo se filtra por papilla de papel y después por bujia
Berkefeld, con lo que la toxicidad se reduce,.por lo menos a la
mitad y a veces a un tercio. La dosis mortal minima para el co-
nejo de 1 kg. es de 0.20 cm.3

A este filtrado se agrega sulfato de amonio hasta la satu-
racién y el precipitado se recoje y se seca en vacio sulfirico.
Luego se pulveriza, tamiza y conserva en vacio con P.0; en
frio y al abrigo de la luz.

II

DETERMINACION DE LA TOXICIDAD

La D, M. M. para el conejo de 100 gr. inoculado por via
venosa estd comprendida entre 1 mgs. y 0.8 mgs. La muerte
de los animales sobreviene en pocas horas.

En cuatro meses esta toxina conservada en la forma in-
dicada no ha variado su toxicidad,

=
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La investigacion de la sensibilidad de distintas especies
(cobayas, ratones blancos y conejos) inoculados por distintas
vias nos condujo a considerar al conejo como la especie mas re-
gularmente sensible, .

La sensibilidad relativa de las tres especies por via ve-
nosa estd dada por los siguientes valores de la D. M. M.: co-
nejo (1000 grs.) 1.1 mgs.; cobaya (300 grs.) 1.1 mgs; ratén
blanco (20 grs.). 0.13 mgs.

La regularidad de comportamiento del conejo de 1000 grs.
(inyectado por via venosa) puede apreciarse por el siguiente
cuadro:

l1.2mgs................ mueren 4

1.1 » ... >>. 4

1.0 » v, » 3 viven 2

0.8 » ... » 0 viven 3
11T

LA NEUTRALIZACION DE LA TOXINA POR EL SUERO ANTITOXICO

Las primeras tentativas hechas con 10 D. M. M. de to-
xina, dieron resultados tan irregulares que nos vimos precisa-
dos a reducir la dosis a 5 dosis mortales minimas, con lo’ que
conseguimos una regularizacién suficiente. De la investigacién
de la toxicidad de una misma mezcla para el conejo por via
venosa y para la cobaya por igual via, resulté que esta ultima

~ especie se comporta irregularmente y sélo proseguimos el estu-
dio para averiguar si las mezclas eran igualmente neutras o
toxicas para ambas especies.

En general puede decirse que usando el mismo nimero de
D. M. M. (5) para conejo y cobaya, las mismas mezclas son
igualmente téxicas o igualmente neutras. Hubiera sido conve-
niente estudiar si este fenémeno se observa por inoculacién por
via muscular o peritoneal, pero la irregularidad del comporta-
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miento de los animales inyectados por estas vias nos hizo aban-
donar el propésito. ‘

Queda por lo menos probado que la neutralizacién de la
toxina de B. histolyticus por el suero especifico es un fenémeno
idéntico para las dos especies mencionadas.

Pudimos asimismo demostrar que para ambas especies la
ley de los multiplos no tiene aplicacién, bastando ya un aumen-
to del 20 9 de la dosis de la toxina para que la.antitoxina deba
aumentarse en proporcién superior al 40 %, para conseguir los
mismos resultados.

Una comparacién de la actividad de un mismo suero para
neutralizar dos, cinco y diez D. M. M. (conejos de 1000 gs. por
via endovenosa) revelé para el suero valores proporcionales a
8, 5.5 vy 2.8 respectivamente.

Iv

EL METODO DE MEDIDA

Las determinaciones preliminares fueron realizadas con
una toxina y un suero desecados en vacio. El suero fué disuelto
en solucién fisiolégica con glicerina en la forma habitual.
La toxina fué pesada y disuelta en solucién fisiolégica toman-
do como dosis test la cantidad equivalente a 5 D. M., M. La
cantidad de suero que se eligié6 como dosis test fué la menor
que no neutralizaba a la toxina. Fijada esta dosis se determind
la toxina test nuevamente en un nimero relativamente grande
de ensayos.

La cantidad de suero usado es de 0.008 mg. El volumen
de la mezcla es de 2 cm.2 y el tiempo de contacto a temperatura
ambiente de 15 hora. Al cabo de este tiempo se inyecta al conejo
por via venosa.
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TOXINA 1

Dosis de suero Dosis de toxina Resultado
0.0008 0.0052 +
0.0008 0.0052 +
0.0008 0.0050 +
0.0008 0.0050 +
0.0008 0.0048 o)
0.0008 0.0048 0
0.0008 0.0047 S

T 0.0008 0.0047 0

Se elije como dosis test la de 0.005 que es un poco inferior
a la utilizada para la determinacién de la dosis test de suero
(0.0055). Esta diferencia es explicable si se tiene en cuenta
que en este caso los intervalos entre las dosis de suero eran
mucho mayores que los que hay entre las dosis de toxina en
este experimento.

Se mide una nueva toxina y se obtiene como dosis test un
valor de 2 mg. La sensibilidad del método es bastante grande
y permite a juzgar por el protocolo anterior una aproxima-
cién del 4 %.

Con esas dos toxinas test obtenidas en épocas diferentes
con caldo de carne la primera y con caldo de gelatina la segun-
da, se comparan tres sueros, uno de los cuales concentrado.

Los resultados estan consignados en el protocolo siguiente;
como tiempo de observacion bastan 48 horas.




Medicién comparativa de sueros histoliticos. Sangrias 25-7-27 y suero aoncentrado 883 con toxina I (dosis test. 0.005)
y toxima Il (Dosis test. 0.002)

12-9-28
Tox. hist. I Dosis test — 0.005 Tox. hist. IT Dosis test. — 0.002
Dosis Resultado Dosts Resultado

Suero 456 1/150 880-850 gr. © 6 Suero 456 1/150 764-900 gr. © ©
1/175 703850 , ©0© 1/775 758-1000 ,, © O
1/200 g 769-1000 , ©0© 1/200 g 797-1000 ,, © O
1/230 ;S % 790-1000 , ©+14 1/230 .g g 745-1000 , O+14

Suero 656 1/450 S 794900 , ©0 Suero 656 1/450 S 752-1000, © 6
1/500 £ 70295 , ©6 1/500 § 3 767950 , 06
1/550 % Lé* 708-1000 ,, ©©. 1/550 % 'g* 716-1000 , © O
1/600 g L:s 728-1000 ,  ©-+14 1/600 g - 747-1000 ,  ©+14

Suero 883 Conc. 3 § Suero Conc. 883 1/1000 3 § 715-1000 ,, ©0
1/1000 _‘g i 783-1000,, ©O 1/1200 E : 709950 ,, ©O
1/2000 = 727-950 , 00 1/1400 = 741-1000 , © 0O
1/1400 725-950 ,, ©0 1/1600 738-1000 ,, +13
1/1600 705-1000 ,, +13 '
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El protocolo revela una coincidencia total de las determina-
ciones con ambas toxinas. Aunque no se ha procurado una apro-
ximacién muy grande, la exactitud que permite alcanzar el mé-
todo es suficiente para las necesidades de la practica.

v

Para terminar comunicamos los resultados de la medicién
de los sueros de caballos inmunizados con toxinas medianamen-
te activas (D. M. M.=0.20 cm.3). Los valores de los diferentes
sueros acusan diferencias apreciables, lo que sin duda permi-
tira seleccionar los mejores productos y descartar los malos.

Sangria de prueba del 25- VII -1928

Volwmen de suero usado, en fraccién de cm.3
Caballo v
1/200 [1/230 | 1/300 | 1/400 | 1/500 | 1/600 | 1700 { 1/800 | 1/1000

636 0] — 0] 0] O — 0 0o +
456 0] + -
663 | O | — 0 0 0 +
656 0 — 0 o) (0] +
811 0 - O 0] 0]
658 0O — 0 (0 0 — 0 +
932 0] — 0O O 0] — )

RESUMEN

En el medio de De Kruif, Adams e Ireland el B. histolyticus
segrega una toxina mucho méas activa que en el caldo sin carne.
Los mismos resultados se obtienen agregando en lugar de carne,
6 % de gelatina.

La toxicidad de los liquidos filtrados por papel es tal que
un vigésimo de cm.? mata al conejo por via venosa. La filtraa
cién por bujia Berkefeld disminuye la toxicidad al 1/4.
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La toxina es precipitada por el sulfato de amonio a satura-
cién. Esta toxina conservada seca y en vacio no modifica su
toxicidad en cuatro meses.

El animal de eleccién para estos ensayos es el conejo in-
yectado por via venosa. La cobaya da resultados menos regula-
res y menog regulares ain el ratén blanco. Las vias muscular o
peritoneal son mucho menos sensibles.

Con esta toxina hemos determinado el valor antitéxico de
los sueros anti-histoliticos, empleando como dosis test 5 D. M. M.
Esta dosis es suficiente para conseguir una aproximacién del
4 9% en la determinacién de la dosis test del suero o de una
dosis test de una nueva toxina.

Para determinar el valor de una toxina o de un suero se
mezclan suero y toxina, se completan a 2 cm.? con sol. fisoldgi-
ca y después de 14 hora de contacto se inyedta un conejo de
1000 gramos por via venosa. ’ ’

La dosis test del primer suero que hemos empleado es de
0.8 mgs.; la dosis test de la primera toxina es de 5 mg. ( D. M.
M.). Una segunda toxina ha dado un valor de 2 mg. para la
dosis test.

Las mezclas de toxina y antitoxina son igualmente neutras
o téxicas para el conejo o la cobaya inyectada por via venosa.
La eleccién del conejo ha sido determinada por la méas gran
regularidad de su comportamiento y por la mayor facilidad de
la inyeccién por via venosa.

Entre la toxina histolitica y su antitoxina, no existe re-
lacién de los multiplos, es decir, que el valor de neutralizacién
de un suero depende de la cantidad de toxina inyectada. Si se
aumenta la cantidad de toxina al doble la actividad del suero se
reduce casi a la mitad. Es por esta razén que debe tomarse
buen cuidado de inyectar la cantidad total de la mezcla de to-
xina - antitoxina para no falsear los resultados.

Con dos toxinas preparadas con cuatro meses de intervalo
y que tenian como dosis test 5 y 2 mgs., se han titulado dos
sueros nativos y un suero concentrado. Los resultados han sido
idénticos.

Se ha podido establecer que los caballos inmunizados pro-
ducen suero de valor antitéxico muy diferente. El suero menos
activo neutraliza la dosis test con 1/230 de cm.? y el mas activo
con 1/1000 de cm.3, El valor medio del suerc de siete caballos
fué de 1/700 de cm.s.
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