Medicién del suero anti-vibrién séptico

Por A. Sordelli, J. Ferrari y E. Mayer

(QUINTA COMUNICACION).

Ida Bengston () describe someramente un método que de-
signa con el nombre de método francés, que consiste en deter-
minar la dosis de neutralizacién del suero, mezclado con una to-
xina liquida e inoculado por via venosa a conejos de 1000 gramos.

Weinberg y Seguin () demuestran que es posible determi-
nar el valor del suero por neutralizacién de la toxicidad o del
poder infeccioso de un cultivo de V. séptico. Siguiendo sus in-
dicaciones hemos utilizado desde el afio 1921 la cobaya como
animal de prueba para medir el valor anti-infeccioso del suero.

Recientemente Buttle y Trevan (3) comunican un método
basado en la sensibilidad de érganos aislados, a la toxina de V.
séptico y la neutralizacién de esa accién por el suero especifico,

La titulacién del suero consiste en mezclar a una dosis fija
de toxina, dosis variables de suero (20 a 25 % de diferencia en-
tre 2 dosis) y en determinar la mezecla que no produce accién
sobre un utero aislado, Las mezclas neutras para el ratén blan-
co (via venosa) son practicamente neutras para el Utero.

El método permite apreciar diferencias del 25 ¢, pues la
dosis de suero que no neutraliza nada es de 19x10—5 c¢cm.? y la
que neutraliza totalmente es de 31x10—>5. Con una dosis interme-

(1) Hygienic Laboratory Bulletin N°® 122, pag. 29,
(2) La gangrene gazeuse. Weinberg. 1918.
(3) The British Journal of Experimental Pathology. 1928, vol. IX, pag. 182,
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dia de 256x10—3, 4 ratones mueren entre 10 inyectados. Como mé-
todo de aproximaciéon pueden servir tanto el de la neutraliza-
cidn del poder téxico en el ratén o el de la neutralizacién de la
accién sobre el tGtero.

En la rutina de la determinacién del valor del suero anti-
vibrién séptico hemos empleado desde el afio 1922 1a neutraliza-
cién de un cultivo entero de V. séptico en el caldo basido usado
para los anaerobios (ver primera comunicacién Sordelli, Jimé-
nez de Asta y Ferrari). La mezcla de cultivo y de suero era in-
yectada en la masa muscular de la pata de la cobaya (muslo).
Los resultados eran irregulares y dificiles de reproducir y el
valor de un suero era considerado bueno si 0.001 cm.? neutrali-
zaba una cantidad de cultivo seguramente mortal. Por regla ge-
neral se usaban 0.25 cm.? de un cultivo cuya dosis mortal minima
era un poco superior a 0.10 em.? La variacién brusca del poder
patégeno, la necesidad de conservar la virulencia por pasaje
y la inseguridad de poder obtener un resultado nos decidieron a
buscar una técnica que reuniera las condiciones de exactitud y
simplicidad que deben poseer los métodos de medida de los pro-
ductos biologicos. '

Preparacion de la toxina

Los ensayos realizados con el caldo basico solo y adiciona-
do de carne, revelaron que el poder patdégeno del cultivo en cal-
do con carne es muy superior al cultivo en caldo solo.

PROTOCOLO

Dosis de cultivo Caldo solo Caldo con carne
0.02 0 -}~ 24 horas
0.05 0 + 24 horas
0.10 0 -+ 24 horas
0.20 0 0

La inyeccién se hace por via intramuscular. El volumen
inoculado es de 2 ¢m.?, Aunque estos datos no permiten dedu-
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cir que el cultivo mas patégeno sea el mas téxico, nos indujeron
a emplear el caldo con carne, que nos di6 resultados favorables.

Método de preparacion de lo toxina test de Vibrién séptico

En un frasco de 6 litros se colocan 2 kilos de carne molida
y cocida, 3 litros de caldo peptona P. & D. 2 % y 0.5 % de ClNa.
Se esteriliza una hora a vapor y 10’ a 115°. Se enfria rapida-
mente y se alcaliniza hasta tinte ligeramente rosado a la fenol-
taleina, tomando en cuenta solo el volumen del caldo empleado.
Se agrega 60 cm.? de solucién de glucosa al 10 % y se siembra
con cultivo en agar blando de 48 horas. Después de 48 horas de
incubacién a 370 es filtrado por papilla de papel y por bujia
‘Berkefeld, y se prueba su toxicidad por via intramuscular e
intravenosa en cobayas.

23-1V -28 23-1vV-28
Cobayas via endovenosa Cobayas via intramuscular
0.1 470-230 vive 0.2 452-240 gr. pedpe. 0 0
0.2 455-240 + en la noche 0.3 476 - 250 pedped 0 0
0.3 451-240 4 en la noche 0.4 462-250 ged 425
0.4 433-260 + en la noche 0.5 465-240 +24
T 0.5 466-240 + 12 0.7 471-200 + 24

A 1600 cm.? de filtrado por papilla y Berkefeld se afiade
sulfato de amonio hasta saturacién. Se recoje el precipitado y
se seca. Se obtienen 16.5 grs. de polvo seco que se distribuye
en dispositivos para su conservacién en vacio seco.

II

Sensibilidad de las cobayas y ratones blancos a la toxina

La toxina preparada por precipitacién con sulfato de amonio
se conserva en vacio seco y se usa para cada determinacién una
solucién recién preparada en solucién fisioldgica.
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La prueba de la toxicidad por via venosa y via muscular en
cobayas de 200 grs. revela una mayor sensibilidad por la pri-
mera de las vias. En cuanto a la regularidad de la muerte am-
bas vias son comparables.

Dosis inoculadas Via muscular Via venosa
grs. Viven Mueren Viven Mueren
0.002 4 0 3 0
0.0025 3 0 1 2
0.0030 1 5 0 3
0.0040 0 6 0 3
0.0050 0 1 0 1

La D. M. M. por via venosa puede considerarse comprendi-
da entre 2.5 y 8 mgs. y por via muscular préxima a 3 mgs. Por
via peritoneal la D. M. M. estd comprendida en 4.5 y 6 mgs.

Para el ratén blanco la D, M. M. por via muscular es de
1.2 mgs. v por via peritoneal préxima a 4 mgs. Por via venosa
los resultados fueron irregulares, posiblemente por causas aje-
nas a la intoxicacién misma, pero no se prosiguié la investiga-
cién para dilucidarlas.

De las dos vias, venosa y muscular, se decidié elegir la
muscular por ser mas facil 1a inoculacién. Para el ratén blanco
fué elegida la misma via.

IIT

La neutralizacién de la toxina del V. séptico por el suero es-
pecifico no se rige por la ley de los multiplos, siendo compara-
ble a la neutralizacién de la toxina de B. histolyticus por su
Suero.

Los experimentos fueron hechos por inoculacién intramus-
cular a las cobayas de la mezcla de toxina y antitoxina después
de haber quedado 30’ a temperatura ambiente. Los resultados
son los siguientes:

-~ : I
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La D. M. M. de toxina es de 3 mgs. Se inoculan cobayas con
2,5y 10 D. M. M., es decir, con 6, 15 y 30 mgs. de toxina y
cantidades variables de suero.

Dosis de suero Dosis de toxina Resultados
0.00015 0.006 ed. 4
0.00020 0.006 ed. +
0.00025 0.006 p. ed. 0
0.00030 0.006 00
0.0005 0.015 ed. +
0.0007 0.015 ed.
0.001 0.015 ed. +
0.0013 0.015 p. ed. 0
0.0025 0.030 ed. +
0.0030 0.030 ed. +
0.0035 0.030 ed. +
0.0040 0.030 p. ed. O

Si se congidera que las mezclas neutras son las de 0.00025
cm.? de suero para 2 D. M. M. de 0.0013 para 5 y de 0.0040 para
10, cada cm.? de suero tiene un valor de neutralizacién propor-
cional a 8, a 8.8 y a 2.5, segtin se hayan usado 2,5 0 10 D. M. M.
para su medicién. Esta propiedad impone la necesidad de in-
yectar totalmente la mezcla de suero con la dosis test de toxina,
pues la mas pequefia pérdida implicaria un aumento conside-
rable del valor antitéoxico del suero.

v

Los ensayos de eleccién de la dosis test nos condujeron a
adoptar la cantidad de 20 mgs. para la cobaya y de 6 mgs.
para el ratén blanco. En realidad el pensamiento fué la eleccién
de 5 D. M. M, de toxina para cada especie, Como probablemente
la D.: M. M. para la cobaya esté mas préxima a 3 mgs. que a 4
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mgs. hubiéramos debido usar 15 mgs. Esto solo tiene importan-
cia si se quiere comparar la neutralidad o toxicidad de una
mezcla para dos especies distintas, puesto que para el método

en si, 5 o 6 dosis mortales son practicamente equivalentes.

De los dos protocolos que se transcriben a continuacién se
deduce que las mezclas tienen una toxicidad muy semejante
para las dos especies. La dosis de suero que da con seguridad
una mezcla téxica es la. de 0.7 mgs. de suero para 20 mgs. de

toxina.

Esta dosis de suero es la que se fija como dosis test para
todas las determinaciones ulteriores.

16 - VIII - 28

Mezcla I = 0.0018
" II — 0.0021
,  III = 0.0024
, IV = 0.0027
” V = 0.0030

Sugro V. sEprico 677

suero - 0.060 tox. Vol. total 3 cm.3

" » 3 cm3
o , 3 cm3
" , 3 cm.3

» 3 cm.3

”

14 hora a tempe-
ratura ambiente

Diyeccidn intramuscular en cobayas y lauchas. Cobayas 1 cm.8, Lauchas 0.30 cm.3

Cobayas

Lauchas

Mezcla

”

Mezcla

”

Mezcla

Mezcla

”

Mezcla,

Mezcla

”

Mezcla

”

Mezcla

”

Mezcla

”

Mezcla

»

I

II

II1

II

IIT

465 - 200
482 - 200
414 - 200
434 - 240
413 - 200
480 - 200
494 2190
459 - 200
411-210

A B R

Cabeza roja
» »
Lomo rojo ed.
’ ' ed.
Cola rpja ed.
” »

Panza roja

” i

Pata d. roja

ed.
ed.
ed.
ed.
ed.
ed.
ed.
ed.
ed.

ed.

ed.
ed.

0

ed.

_],.

4

+++

+ 4+

18
18
18
17
19
00
00
00
00

18
17
20

18
00
00
00
00
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Suero V. sgprIico 677

20 - VIII - 28

Mezcla I — 0.0018 suero -+ 0.060 tox. Vol. total 3 cm.3
» II = 0.0021 v " " » 3 cm3 | 14 hora a tempe-
, III = 0.0024 o w " " » 3 cm3 ) ratura ambiente

” IV = 0'0027 2] ” ” 2] ” 38 3 Cm'3

Inyeccidn intramuscular en cobayas vy lauchas. Cobayas 1 cm.8. Lauchas 0.30 cm.3

Cobayas Mezcla I 341-210 4+ 21
” 326 - 220 + 21

Mezcla IT  304-190 + 21

” 363 - 200 + 21

Mezcla IIT 369 - 190 p. ed. + 22

» 372 -200 p. ed. 0

Mezcla IV 246 - 190 p. ed. 0

” 329-190 p. ed. 0

Lauchas Mezcla I  Cabeza roja + 22
" » » + 21

Mezcla II Lomo rojo ed. + 22

) » » ed + 22

Mezcla IIT  Cola roja 04+ 22

” ” » 00

Mezcla IV Panza roja 00

” ” ” 00

Titulacion de la toxina test

El suero test se disuelve en solucién fisiolégica glicerina-
da de tal manera que cada cm.? contenga 10 mgs. de suero.

La dosis test de 0.7 mgs. se mezcla con dosis diferentes
de toxina completando el volumen a 2 em.3. La mezcla se in-
yvecta a la cobaya por via muscular después de media hora de
permanencia a la temperatura de laboratorio. La observcién
de los animales dura dos dias. La mezcla produce una reaccién
local que a veces se reabsorbe ripidamente. Las mezclas mas
téxicas matan casi sin excepcion dentro de los dos dias. Los
resultados no se modifican mucho si la observacién se prolonga
por 4 dias.
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A continuacién se transcriben los protocolos de medicién
de dos toxinas test. La diferencia entre dos dosis ha sido ele-
gida un poco alta, pues es probable que el método no permita
con un solo animal una aproximacién mayor.

La dosis test de la toxina I es de 0.022 grs. y la de la toxi-

na IT 0.018.

30-VIII-28

Suero 0.0007 + 0.016 toxina

0.016
0.019
0.019
0.022
0.022
0.025
0.025
0.028
0.028

1

i

]

Suero 0.0007 + 0.016 toxina II

0.016
0.018
0.018
0.020
-0.020
0.022
0.022

VI

916-230

00

914-220 p.ed. p.ed.

991-220

976-230" ed.

918-240
935-240
953-230
947-220
967-230
972-240

904-220
928-230
984-220
942-240
990-230
939-220
960-230
958-230

p.ed

. p.ed.
ed.

ped. + 2

p.ed.

ed.
ed.
ed.
ed.
ed.
ed.

+1
+1
+ 1
+1
+ 1
p.ed.
+ 2
+ 3
4+ 2
+1
+1
+1

Con las dos toxinas tituladas se determina el valor antité-

xico de dos sueros nativos y de un suero concentrado.

Las diferencias son de escasa monta y practicamente pue-
den considerarse los valores obtenidos con las dos toxinas como

idénticos.

La mezela de la dosis test de toxina y cantidades distintas
de suero se deja a t. ambiente por media hora. El volumen es

de 2 ecm.3.




4-1X-28

Toxina I

Suero 882

Suero 862

Suero conc. 882

1/300 4+ 0.022 tox. 963-220 ped ped ped ped

1/325
1/350
1/375
1/300
1/325
1/350
1/375
1/400
1/600
1/700
1/800
1/900

956-230 ed + 5
985-230 ed + 5
907-230 ed + 5

913 220 ped ped ped ped
950-220 ped ped ped ped
921-220 ped ped ped ped
937-230 ed ed ed ed
924-230 ed + 6

930-230 pe ped 0 0
971-230 ped ped 0 0
970-230 0 0 0 O

917-230 ed + 5




Toxina II

Suero 659

Suero 862

Suero conc.

882

1/300 4+ 0.0018 tox. 929-220 ed ped ped ped

1/325
1/350
1/375
1/300
1/325
1/350
1/375
1/400
1/600
1/700
1/800
1/900

997-220
919-230
910-220
965-220
915-220
923-230
957-230
920-220
936-230
968-230
994-230

- 912-230

ed ed ed ed
ed + 7

ed 4 7

ed ped ped ped
ed ed ped ped
ed + 5

ed ed ed ed
ed + 7

ed ped ped ped
ed ed ed ed
ed ed ed ed
ed + 5

069
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Con el método descrito se ha investigado la actividad de

los sueros de los caballos productores de sueros, hallando dife-

. rencias apreciables entre ellos. Los protocolos que siguen re-
velan al mismo tiempo que esa diferencia, la aplicabilidad del
método. Cierto es que los intervalos entre dos dosis son bas-
tante grandes, pero son los que la préctica aconseja,

Fracciones de cm.3 mescladas a las dosis test.

Caballo 1/150 1/200 1/300 1/350 1/400
659 0 + +

632 0 + +

" 862 0 p. ed +
513 0 0 ed
628 0 p. ed +
499 0 4- -+
677 0 + +
676 0 =+ +
853 0 + +
845 ed + +

El valor medio de estos sueros es tal que 1/340 de(cm.3 co-
rresponde a la dosis test de suero test.

RESUMEN

El V. séptico produce una toxina regularmente activa si
se emplea como medio de cultivo el caldo de De Kruif Adams
e Ireland con dos partes de carne para tres de caldo. La fil-
tracién por bujia reduce la toxicidad de tal manera que la D.
M. M. para la cobaya por via venosa solo alcanza a 0.2 cm.3,
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Esta toxina se atentda si se la conserva al estado liquido
siendo por lo tanto dificil usarla como toxina test. Precipitada
con sulfato de amonio a saturacién y conservada en vacio seco
no disminuye su toxicidad en largo tiempo. La toxicidad se
puede determinar facilmente en cobayas o ratones por via mus-
cular o venosa. Las cobayas reaccionan de manera uniforme
con cualquiera de las dos vias de inyeccién. La D. M. M. por
via venosa es préxima a 2.5 mgs.; por via muscular un poco
§uperio‘r a 3 mgs. Por via peritoneal la toxicidad es mucho me-
nor. Igual acontece con los ratones blancos, aunque los resul-
tados son menos regulares que con las cobayas.

La neutralizacién de la toxina por el suero fué probada en
cobayas y ratones blancos inyectados por via muscular. La
misma mezcla de toxina y de suero fué inyectada en proporcion
de un nimero de D. M. M. (aproximadamente 5) observando
que las mezelas son igualmente téxicas o neutras para la coba-
yva o el ratén. ,

El comportamiento mas regular de las cobayas hizo que
se las prefiriera a los ratones para la técnica de la titulacién
del valor del suero.

Fijada provisionalmente la dosis test de toxina en 20 mgs.
que corresponde a un poco mas de 5 D. M. M., se titulé un suero
test, y con la dosis test de este como base, fueron tituladas las
toxinas test.

El método propuesto puede ser resumido en la siguiente
forma: Suero test desecado rapidamente, pulverizado y conser-
vado en vacio seco. Se elige como dosis test la mayor dosis que no
neutraliza la dosis provisional de toxina test (1., Toxina test
precipitada por sulfato de amonio, desecada, pulverizada y con-
servada en vacio seco. Con la dosis test de suero se determina
la toxina eligiendo como dosis test la menor dosis, que mezclada
al suero, mata la cobaya en dos dias.

Animal de prueba: cobaya de 250 grs. Via: intramuscular.
Volumen de mezcla 2 cm.3. Contacto 30’ a temperatura ambiente.
- Hay que tener buen cuidado en que no se pierda nada de
la mezcla inyectada, pues la toxicidad depende en grado sumo
de la cantidad absoluta de toxina inoculada. El método permite

(1) Se entiende que debe ser la.dosis que mata la cobaya en dos dias.




Marzo 1929 A. SoRDELLI, J. FERRARI Y E. MAYER ~593

una aproximacién del 15 ¢, usando un solo animal en cada prue-
ba. Con dos toxinas test preparadas en tiempos diferentes tres
sueros titulados paralelamente han dado iguales valores de
neutralizacién.

Los caballos inmunizados producen sueros de valor dife-
rente, variando la dosis que neutraliza la dosis test de 1/150
a 1/400 de cm.3.

El valor medio del suero de 10 caballos es tal que 1/340
de em.3 equivale a la dosis test de suero test.

-




