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La participacion de las toxinas a« y 9 en la
patogenia y la inmunidad de la infeccion
por B. perfringens A

Por A. SORDELLI], A. MANZUILLO, R, NAVARRQ VIQLA,
J. P. FERRARI y C. DESIMONE
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Introducecibn.

‘Obteneién de toxinas ¢ y 0.

Las toxinas o y 6 como factoves de agresidm.

Preparacidn y titulacién de log sueros anti ¢ y anti 8. Eleccién de la unidad €,
La proteceién pasiva por los sueros anti ¢ y anti 6 y su accién combinada.

La proteccién pasiva por inmunizacién con toxina « y toxina 6.

La especie B. perfringens estd constituida por varios tipos gue
se diferencian principalmente por la naturaleza de sus toxinas, por
las enfermedades que producen y por su epidemiologia. De ellas
g6lo una tiene importancia como agente de enfermedad humana,
pues produce la gangrena gaseosa y es supuesto como factor etio-
légico de la toxemia de la obstrueceién intestinal aguda. Se la de-
signa como B. perfringens A (CL perfringens, A, Cl. welchii A).

La toxina engendrada por esta bacteria es compleja y estd cons-
tituida por lo menos por dos factores principales que son produ-
cidos por todas las cepas, ademas de un tercer componente encon-
trado hasta ahora en una sola.

La designacién de esas toxinas ha conducido a alguna confusién
y desacuerdo, del que ha sido, entre otros, autor involuntario uno
de los que eseriben este articulo (%). Por el momento se puede con-
siderar resuelta satisfactoriamente esta cuestién.

En el cuadro siguiente puede verse expuesto en forma esquemi-
-tica lo mencionado mAs arriba.
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NOMENCLATURA, AUTOR Y ANO

(Glenny ef al (3) Dallin;
alling

Factor ils . 2 wellvn Symitl I
for | Wilsdon B () ) Li.e\jremf Slmlm Prigege (8,7) pees Stephens (1)
toxico | W (1931-1933) | () MC»(—“” ane etal @) Oaldey (11)
5) A
1 — W (1931-33) o (1933) ¢ (1936) ¢ (1939 @ (1942)
2 - o (1941) o (1936) o (1939) 6 (1942)
3 — — 7 (1939) 7 (1943)

Tia nomenclatura que usaremos en este trabajo es la que figura

en la altima columna.

Las propiedades mas destacadas de esas tres toxinas, que son
antigénicamente diferentes, se pueden resumir de la siguiente ma-

nera:
Acei6n Accibén sobre | Acecién Accibn Actividad | pestruccion Destruceién
Texina sobre aumentada
hemolitica piel letal lecitina por Ca++ por Oz por calor
® -+ Necrosis ++ + -+ +* =+
e+
0 +++ | Necrosis -+ | 4+ 0 0 +++ +
reversible
) | O 0 + 0 ] — — .

(*) furface denaturacién, probablemente irreversible.

La complejidad de Ja toxina producida por B. perfringens A
estd docwmentada en muchos trabajos [ver el resumen ecritico de
Qakley (') ], 1943 (7), pudiéudose considerar a Schnayerson y Sa-
muels (12) (1930), como los primeros gue demostraron la existenecia
de dos toxinas. Wuth (*®) en 1923 descubrié ciertas propiedades
de la toxina § producida por B. perfringens A y Neill (**) (1926)
extendi6 el estudio de esa toxina. Prigge en 1936 (% 7) pudo sepa-

(*) Al citar a Sordelli Ferrari, y Jiménez de Astia, p. 787, Oakley dice
gue estos autores trabajaban con toxinas de poco valor e inestables. Se
trata de una interpretaciém equivocada de mnuestro trabajo (Rev. Inst.
Baect.) (315). Las toxinas preparadas hace 16 aflos atn comnservan bien su ac

tividad y son bastante potentes.

En cuanto a la complejidad de las toxinas, Sordelli y Ferrari (16) encon-
traron que no habia paralelismo entre accién antitéxica (letal) y antihe-
molitica; ademéis Sordelli [citado por Weinberg, ver Oakley, p. 791, « Folia
Biol.» (17)] ha demostrado la hetercfilia entre B. hemolyticus y B. perfrin-
gens aduciendo argumentos fundados en la complejidad de los factores de

agresién de B. perfringens.
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rar del mismo filirado dos antigenos téxicos diferentes { y « e Ip-
sen, Llewellyn Smith y Sordelli (®) (1939) confirmaron la existen-
cia de tales toxinag usando la nomenclatura de Prigge. Ipsen y
Davoli (9) (1939) encuentran que la cepa Lechien de Weinberg pro-
duce un factor toxieo distinto de £ ¥ « (= v 6) segtin la nomencla-
tura usada en este trabajo que designa toxina %).

La complejidad de la toxina del B. perfringens A plantea inme-
diatamente problemas importantes de orden préactico, tales como
la necesidad de conocer la constitucion de las toxinas de prueba y
ia de saber la Importancia de las diferentes toxinas en la patogenia

NP DI T > TR JU NN
LCILLd _lJUL CL L. et jriiyerts

¢ inmunidad de las enfer
y como consecuencia cuidl debe ser la naturaleza del suero antiper-
fringens y de la vacuna de uso humano.

El programa de estudio para la solucién de estos problemas apa-

raca elaramente indicado v fnéd cumnlide de la giomiente manera -
re claramente mdicade v fné cumplide de la gignmiente manera

U DR IR |
ledalits proa

1) @) Obtencién de toxina a muy activa libre de €.
b) Obtencién de toxina 6 muy activa libre de a.

2) Estudio comparativo de la accién de agresina de las to-
vingz o y 8.

3) Preparacién y titulacién de sueros « y 6. Eleceidn de la
unidad 6 y del método de titulacién.

4) Los sueros o y 9 en la proteceién pasiva de la infeccion
experimental.

5) La mmunizacion activa a y § en la infeceién experimental.

1) OBTENCION DE TOXINA o MUY ACTIVA LIBRE DE TOXINA

La literatura eontiene un numero apreeciable de trabajos que tra-
tan de la produccién de toxina Perfringens pero recién en los ulti-
mos tiempos se han orientado decididamente a la obtencién de to-
xinas puras.

La prueba de la existencia de dos toxinas en log filtrados de
Perfringens dada por Prigge (& 7)(1936) le indujo a obtenerlas
por separado. Fracasd en su intento de conseguirlo por el uso de
cepas o de colonias seleceionadas y también por el empleo de me-
dios de constitucion diferente [Prigee (7), 1937, pig. 458]. Stewart
v Clampit (1%) en 1938 comunican que los filtrados de cultivos en
caldo peptonado con 10 % de ecarne molida no contienen hemolisina

B R L, V4 N Y AN e - 1 14t 1 -1
uios e ovejd (LoXind v) inientras er cultlivo en el catao

para gléb
sin carne molida la contiene. Lia toxina hemolitica (6) es retenida
por membranas de colodio de 50 mp y los filtrados contienen s6lo

toxina o. Stewart (1%) ha demostrado que la carne agregada al cal-
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do peptonado, por accién de los lipidos que contiene permite ob-
tener toxinas o libres de 6§ [ver también Seal (2°)]. Turner, Haley
v Prodwell (**) por cultivo de B. perfringens en medios de cerebro
han observado que esa bacteria plerde la propiedad de produeir
toxina 6 conservando inalterada la de dar toxina a.

V. Heyningen (22) ha comunicado que los glébulos rojos en frio
absorben la toxina 8 solamente y Hewitt y Todd () que el coles-
terol absorbe completamente la toxina 0 del estreptococo. Mason vy
Glenny parecen haber usado una toxina a sin 0 y segun Oakley v
Warrack (*°)(1941), las toxzinas de Glenny no contenian mas que
el factor o y por ello la titulacion de la actividad del suero anti-
perfringens por la neutralizacién in vitro coineidia (para esos au-
tores) con la titulacidn in vive. Seordelll y Ferrari (") no en-
cuentran tal coincidencla y debleron usar toxinas mixtas o y 6.
Estas toxinas eran preparadas con medios analogos a los usados
por Stewart y conteniendo mucha carne molida. En los ensayos
hechos para obtener una toxina o activa y practicamente libre de 6
hemos seguido en lineas generales las indicaciones de De Kruif,
Bengston, Sordelli, Jiménez de Asia, Feirrari v las de Stewart y
de Seal. La cepa usada en todo este trabajo fué la 107 (conocida
en general como 107 8) pasada repetidas veces por cobayo en in-

yeccién intramuscular.

La téenica de preparacion es la sumem‘e A una parte de car-

ne desgrasada y molida se le agrega dos paries de agua corrviente y
se hierve duramg 307; se filtra por papel mojado. Al agua de carne

se agrega 29, de PO Nas, 4%, de CiNa v 2 % de Peptona Par-
ke Davis. Se alecaliniza con NaOX hasta pH 8.4 (¥) y se vierte sin
filtrar en frascos Brienmeyer de dos litros que contienen 180 gra-

agua,

o

mos de carne molida previamente exiraida por ebullicién co
secada rapidamente,

Bl medio de cultivo se esteriliza a 115° durante 20’ y se enfria
hasta 40° rapidamente en aguna, sin agitarlo. Se agrega 120 em?
de COsHNa al 10 % estevilizado por filtracién por bujia y 60 em?
de glucosa estéril al 50 %. Es decir que el medio contiene 1 % de

CO;HNa y 1 % de glucosa.

Cultiwo de siembra: Se usa de preferencia la cepa conservada
en vacio o en medio de Tarozzi y se la siembra Ia noche anterior en
tubos de Hall eon 50 em® de medio constituido por el «caldo ba-
sico », también sin filtrar, y esterilizado a 115° durante 20’. No
Heva adicién de bicarbonato de sodio ni de glucosa.

(*) ZHste caldo es designado «caldo basico ».
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Preparacién de la toxina: Se siembra el medio de cultivo des-
crito con 25 a 50 em?® del cultivo de siembra y se incuba a 37°; el
desarrollo comienza a la hora y la incubacién se prolounga hasta que
cese de producir gas, lo eual ocurre a la 5* hora méas o menos. I
medio se agita repetidas veces desde el momento en que comienza
el desarrollo. Al término de 5 6 6 horas la toxina tiene su méaxima
toxicidad ; se filtra por bujia.

La filtracién por bujia es una operacién larga y dificil que con-
viene facilitar por centrifugacién y luego por filtracién por papilla
¥ supercel.

PROPIEDADES DE LA TOXINA, — ) Hemolisinas. — Los filtrados ca-
recen por lo general de accién hemolitica pues ni en la dosis de

0,05 em? son capaces de producir hemdlisis de 0,5 em® de glébulos
5 fV nor inenbaecidn de 30 a Q"o- Ia hpmnhsm aparece

de Gvc;,a al 5 po arece
de 0,001 em?® cuando se coloca los tubos incubados a 3”0 durante 30,
en agua a 0° durante 1 hora, agitando varias veces. Este fendmeno
de la hemdlisis por enfriamiento es bien conocido para la toxina o
v fué ya observado sin duda por Glenny al dejar los tubos en
laboratorio por una noche una vez que hubieron side incubados a
37°. Se lo conoce para la  hemolisina del estafilococo y para la
hemolisina de B. hemolyticus como fué descrita por Sordelli, Sud-
rez y Ferrari (2%) (1930).

Nal-lay e 25 H
QOakley y Warrack () han demostrado que el Ca

sable para que se produzca la hemélisis por la toxina « y en conse-
cuencia todos los aniones que precipitan el Ca o disminuyen su
ionizacién inhiben la hemdélisis por la toxina a. Nuestros resultados
aparentemente contradicen las afirmaciones de estos autores pero
un examen mas enidadoso de las condiciones en que realizamos nues-
tras experiencias nos permitié demostrar que el Ca tiene influencia
annqgue no podemos decir que ella sea del orden expuesto por QOakley
y Warrack.

En el trabajo de Ipsen, Llewellyn Smith y Sordelli (%) la misma
toxina o da en los tres laboratorios valores hemoliticos distintos y
Oakley y Warrack se preguntan qué soluciones ha empleado Sorde-
111 para que el valor hemolitico sea mucho més alto que en los otros
laboratorios. Inducidos por esta observacién y por la contradiccién
de nuestros resultados con las afirmaciones de Oakley y Warrack
investigamos la composicién de los diluyentes usados por nosotros.
Lia solucién fisiolégica fué siempre preparada con CINa « puro »
de una fabrica del pais y se revelé impurificada por una pequefia
proporcién de Ca (més o menos 0.3 9/). La solucién fisiolégica
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preparada con esta sal contiene 0.0003 gr. de Ca por 100 em?, can-
tidad que es muy inferior a la necesaria para saturar el PO, que
contiene la toxina. Después de un niimero relativamente grande de
ensayos se pudo comprobar lo siguiente:

1) La toxina no tiene accién hemolitica sobre glébulos rojos
de oveja lavados con solucién fisiolégica de ClNa purisimo y usan-
do la misma solucién para diluir Ia toxina; 0.59/y9 de Cl:Ca activa
considerablemente la accién hemolitica.

2) Los glébulos rojos lavados con soluciéon de Buffer BBS se
comportan de igual manera gue los anteriores cuando se usa el mis-
mo Buffer para diiuir la toxina. Kl Cl,Ca activa la accién hemoli-
tica aunque mucho menos que con la solucién fisiolégica de ClNa
puro.

3) Los glébulos rojos lavados con solucién fisiolégica prepa-
rada con el ClNa corrientemente vy que contiene 0.0003 % de Ca
son hemolizados de manera apreciable, aunque el ClsCa agregado
en la dosis de 0.5 %/y aumenta la capacidad hemolitica de la toxina.

4) Cuando se lavan los glébulos rojos con solucién fisiolégica
pura y se usa como diluyente de la toxina la solueién preparada
con el ClNa impuro mencionado mas arriba no se observa ninguna
hem6lisis.

En conclusién la aparente falta de importancia del Ca en la
aceién hemolitica de la toxina a en nuestros experimentos debe ser
explicada por la sensibilidad especial de los glébulos rojos que han
side lavados y suspendides con una solueibn fisiolégl y
tiene una pequedisima ecantidad de Ca.

Los resultados expuestos en este trabajo han sido obtenidos por
el empleo de esos glébulos rojos y de la toxina dilnida en la solu-
cién fisiolégica que contiene 0.0003 de Ca por 100 em? Entende-
mos que la duplicacién de los experimentos expuestos serd muy di-
ficil de obtener por la definicién imprecisa de las soluciones em-
pleadas y creemos que convendra usar una solucién fisioldgica adi-
cionada con Cl.Ca al 0.59/y, tanto para lavar los glébulos cuanto

para diluir la toxina.

b) Lecttinasa. — Steiffert (**) y Nagler (°%) describieron la opa-
cificacién del suero humano por los filtrados por B. perfringens y
Macfarlane, Oakley y Anderson la de suspensiones de yema de hue-
vo filtrados por filtro Seitz. Hsta accién es debida a la toxina o,
que ha sido identificada como una lecitinasa, que se activa por
sales de Ca [Oakley y Warrack (*) 1941, Van Heyningen (22, 29)
1941, Macfarlane y Knight (3°) 1941, Macfarlane, Oakley y Ander-
gon (%) 1941, Crook (1) 1942].
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Como reactivo hemos empleado una suspensién de yema prepa-
rada de la siguiente forma: Una yema es emulsionada en 500 em?®
de fisioldgica al 9 °/00 ¥ 0.5 %00 de Calls. Se filtra por papilla con
supercel y el liguido ya bastante clarificado se filtra por Seitz. Pa-
ra la determinacién del limite de actividad puede servir por va-
Tios dias.

Je usa 0.5 em® de diferentes diluciones en solucion fisiolbgica de
la toxina (0.25, 0.125, 0.062, 0.030, 0.015, 0.0075, 0.0037, 0.0019,
0.00095 en cantidades absolutas) agregando 1 em?® de solucién de
vema. Lia leetnra se hace después de 307 de incubacién a 37°. La
actividad de Ia toxina fué medida por el tubo limite; en este tubo
la opacificacién es ligera pero evidente aGn gin comparar con los
tubos testigos.

Los valores més frecuentes son de 0.0037 y le sigue 0.0019.

N A S T i T T-mZ Aat RN
(J} LECCEUTE bELtWl, — L Ue uct CLiu
ratones; lectura al dia siguiente. Los valores varian entre 0.01 y

£.0040.
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d) La accién necrdtica. — Nn fué determinada eomo rutina. Los
valores de la D.N.M. son aproxiwadamente de 1/56 a 1/10 de
D. L. M.

Se describe un medio de preparacion de toxina o libre de toxina
6 que da filtrados bien téxicos utilizables para lo inmumizacién de
caballos productores de suero.

Su actividad puede ser definida de la siguiente manera:

) . D. hemolitica Leciti
D. L. M. i. venosa 0,5 glébulos eelnasa . L.
i 1 yema en 500 em? D. necrotica minima
ratén 15 grs ovejas 5 % 1 ems 20 370
30" 370 60" Qo
0,01-0,004 * 0,0025-0,0006 0,004-0,002 0,002-0,0004
hemolisis total o | (Opacificacién li-
casi total mite)
. i D L. M. )
(*) D%/50 llega bien a 6,003.  Relacién ————— es méds o menos 4.
hemol.

2) OBTENCION DE TOXINA 9 MUY ACTIVA LIBRE DE o

Preparacién de la toxing ¢.— Es conocida por los trabajos de
“Wuth, Neill, Schnayerson y Samuels, pero la preocupacién de ob-
tenerla puras es decir libre de o, comienza con la publicacién de
Prigge. Tanto este autor como los que después de él intentaron la
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preparacién no han dado una solucién satisfactoria y practica. En
cambio casi todos los investigadores han encontrado cémo preparar
toxinas a activas y libres de 9.

Nuestras investigaciones (enero 1942) se orientaron primera-
mente a la obtenciéon de toxinas muy activas sin diseriminacién y
luego de demostrar la actividad téxica intensa de la toxina & a la
preparacién de toxinas puras para resolver los problemas que plan—
teaba la produccidén por el B. perfringens de las toxinas a y 0.

La técenica de obtencién de toxina € que ha sido alcanzada des-
pués de muchos ensayos es relativamente simple y permite prepa-
rar toxinas puras y de mucha actividad. Estd demas decir que los
antecedentes de la literatura nos han sido de gran valor y especial-
mente los trabajos de Stewart.

La técnica de preparacién es la siguiente:

Medro de culttvo: El mismo descrito para la toxina o designade
« caldo basico» (ver pag. 393 hasta donde dice pH 8.4.). Se vierte
sin filtrar una cantidad apropiada en frascos grandes cuidando que
haya un buen volumen libre pues a veces la toxina produce gran
cantidad de espuma (p. e). 2500 ecm® en frascos de § litros). Lios
frascos llevan un tapén de goma con un dispositive para hacer eir-
cular hidrégeno y dos tubos que llegan al liquido, uno para la al-
calinizacién y otro para la toma de muestras necesarias para regu-
lar el pH. Se esteriliza el medio a 115° durante 20" y se saca del

atanlax PO}
autoclave atn hirviende. Sc conecta eon un aparato productor de

hidrégeno lavado por MnOK y NaOH, de modo que el aire no Ile-
gue a estar en contacto con el medio y se agrega una solucién de
glucosa al 50 % estéril en cantidad suficiente para que el medio
contenga 1 % de glncosa. Se utiliza para ello el tubo que estd me-

3 1Z g |
] liguido,

D

nos hundido e

Cultivo de stembra: Las cepas conservadas en agar o en Tazozzi
pierden la capaeidad de producir toxinas 6 muy activas (ver Tur-
ner, Kaley y Prodwell); en cambio la conservan si se las guarda
desecadas en vaeclo. Utilizamos para ello el método corrientemente
aplicado en el Instituto para la conservacién de cepas; puede em-
plearse verosimilmente cualguier método de liofilizacién. Cuando la
bacteria ha disminuido su poder toxigeno 8 se lo recupera por pa-
sajes por cobayo. En general hemos recurrido a tres y hasta seis
pasajes. Pareceria que alguno de los cultivos obtenidos fuera més
toxigeno que otros.

El cultivo para la siembra se prepara en tubos de Hall con
50 c¢cm® del mismo medio bésico para producir la toxina, esterili-
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zada de igual manera y sin glucosa; se utiliza cultivos frescos de 12
a 16 horas de incubacién.

Preparacion de la foxine: Se siembra el frasco de toxina una
vez enfriado convenientemente, con el contenido de un tubo de Hall
(50 em?®), por el mismo tubo que se agregd la glucosa y se incuba
a 37°, Durante todo el tiempo del cultivo se hace pasar hidrégeno.

Bl desarrollo es muy rapido y muy intenso produciéndose una
cantidad considerable de gas. A medida que desarrolla, la alcalini-
dad se reduce y debe ser mantenida por adicién de NaOH estéril

(se usa una sclucién al 20 % ). En general se agrega de 2 a 5 cm?®
de NaOH por vez, los intervalos son 1 10" a 15" y el pH oscila
de 7.4 a 7.8.

Lia determinacién del pH se hace sobre muestras que se toman
con pipeta por el tubo que estd mas introducido en el liguido, por
el método colorimétrico (fenol red) weando tubos estériles 7 cou
las precauciones de asepsia necesariag para evitar la contamina-
cién del medio.

En general entre lag 5 y 6 horas la operacién esti terminada. Se
hace pasar hidrégeno por unos 15" mds (30 a 60 burbujas por mi-
nuto), se cierra el tube de escape con uns pinza, se tapa los dos
tubos de vidrio y se deja el frasco bajo la presion de hidrégeno
del aparato de Kipp que permanece comunicado por el tubo de ad-

—d
=
=
wn
—
(@

n. Asi queda por uno a tres dias a la temperatura del labo-
i te 207), en cualquier momento se puede
tomar muestras temundo la precaucién de disminuir la presion de
hidrégeno pues de otra manera escaparia liquido por el tubo de
toma de muestra

La toxina formada al terminar la incubacién a 37° esti congti-
tuida por una mezela de oy 9 y s6lo al cabo de uno a tres dias
desaparece la toxina o mientras la 6 disminuye poco o nada. En
este momento se filtra por papilla y por filtro Seitz y se obtiene
un filtrado bien téxico de toxina ¢ précticamente libre de a. No
se puede usar bujia para filtrado pues adsorbe la toxina 0.

Un protocolo de preparacién de la toxina da mejor idea de la
marcha del proceso.

Caldo béasico 1200 cm?® glucosa 50 % 24 cm?® Cultivo cepa 107,
6 pasajes conservada en vacio. Siembra con 50 em® tubo Hall de
18 horas.
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Tiempo pH Gas NaOnIifO% pH
16,20 8 + — —
16,35 7,8 ++ — —
16,45 7.8 ++ — —
17,00 | 7,69,8 | ++ — —
17,10 7.6 ++ — —
17,25 7,6 o _
17,35 7.4 + 2 7.6
17,50 74 +4++ 9 7,6
18,10 74 +44+ 25 7.6
18,20 74 + 25 7,6
18,30 74 + 4 2 7.6
18,45 74 +L 3,5 78
18.55 7,6 ++ —
10,30 74 4+ 2 _
19,40 7,4 + 3 7,6
19,50 7.4 + 3 7,6
20,30 7,4 + 3 7.8

399

Se suspende la adicién de NaOH y después de 15" se cierra el
tubo de escape y los tubos de adicién de reactivos y de toma de
muestra y se deja bajo presién de hidrégeno.

La evolucién de los valores de 8 y de a desde las 20,30 h en que

termina el cultivo hasta 4 dias después es la siguiente:

T Vﬁl Valor 6
Tiempos lec?tiozfa:a hemolisis por 0,5 glob. oveja
5 % 30" a 37°
ler. dia ¢,007 (1/12.800)  0,00008
20 0,06 (1/12.800)  0,00008
er. » 0,5 (1/12.800)  0,00008

Bste comportamiento ha sido observado un nGmero muy grande
de veces: el método da resultados muy regulares. Algunas veces el
titulo 6 es algo menor y otras se reduee un poco durante la per-
manencia bajo hidrégeno aunque esto sucedid solo ocasionalmente.

PROPIEDADES DE LA TOXINA. — @) Hemolistnas. — Lia hemdlisis de
log glébulos rojos de oveja al 5 % tiene lugar a 37° con gran rapi-
dez y llega a titulos diez veces mayores que los de la toxina o mas
activa. Debido a esta oran diferencia de actividades el enfria-
miento no produce aumento apreciable del titulo cuando se estudia
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la toxina 6 recién producida y que contiene suficiente toxina a
para dar por si solo hemdélisis con 0.002 (30" a 37°, 1 h. a 0°).

b) Lecitwnasa. — Carece de accién sobre la leeitovitelina del
huevo.,

Tozwridad. — Es toxica para el ratén por via venosa y produce
la muerte con gran rapidez. Lia mayor actividad observada corres-
ponde 2 una D. L. M. de 0.005; el valor més frecuente es de 0.01.
Es muy raro observar la muerte de log ratones después de las tres
horas de inoculados.

d) La aceién por via intradérmica es poca intensa; se observa
necrosis eon 2 D. L. M. ratén aproximadamente.

Se describe un método para producir toxina 9 muy active y libre
de toxina o (7) que puede servir para estudiar sus propiedades 14-
LLews Yy wiitgénicus.

Su actividad punede ser definida de la siguiente manera:

Toxicidad D. bhemolitica Lecitinasa Accién necrética

D. L. M. ratén 15 gr.| 0,5 glébulos 5 9%

1. venoss 307 a 37°
0,02-0,005 0,00016-0,00008 > 0,5 0,04-0,01
. D L M.

Relacion ———————— = 4+ 100

D. hemolitica

La toxina precipita por sulfato de amonio a saturacién después
de haber agregado 59/4y de bicarbonato de sodio; el precipitado
recogido y secado inmediatamente en vacio conserva foda la acti-
vidad hemolitica del ligquido original.

Lia dosis hemolitica minima es de 0.5v y la D. L. M. es de 20-30 v.

.. D. L. M. . . .
La relacion —————  es aproximadamente 50. La toxina seca

D. h~molitica
se conserva perfectamente en vacio por varios meses (7).

(*) Nada se puede decir todavia de la ausencia de toxoide a.

(*) La coexistencia de las toxinas « y 6 es posible en ciertos medios
de cultivos, basta por ejemplo usar un caldo sin adicién de carne o mejor
atin un medio constituido por el caldo béasico al que se agrega extracto de
higado, bicarbonato de sodio y glucosa. Se obtiene asi toxinas de altos
valores o y 0. Si su uso en la inmunizacién de los caballos conduce a la
produecién de buenos valores de las dos antitoxinas su preparacién estaria
Jjustificada.



Bepbre. 1944 SorpELLI, MANZULLO, NAVARRO VTOLA, F'ERRART Y DusiMoNe 401

3) EsgTUpIO COMPARATIVO DE LA ACCION DE AGRESION DE LAS
J
TOXINAS o Y O

Es un hecho bien eonocido el de la exaltacién de la viruleneia
de nn cultivo sin toxina o de esporas de B. perfringens por acecién
de su toxina [De Kruif, Bollman (32)(1917)]. Aunque estos expe-
rimentos no permitan asegurar gue esa accién se debia a la toxi-
na o es muy verosimil que asi fuera y se la puede considerar como
demostrativa de]l aumento de la accién agresiva de la bacteria, por
esa toxina. Por haber obtenido las toxinas a y 6 separadas y relati-
vamente puros consideramos del mayor interés reproducir experi-
mentos semejantes a los de De Kruif y Bollman para determinar
comparativamente la accién agresiva de las toxinas a y @ sobre la
virulencia, poder de invasién de B. perfringens.

Los experimentos resultaron mas numerosos por haber observado
que los eultivos a y 6 no sélo difieren por la naturaleza de la toxi-
na produeida sino también por la forma y tincién de las bacterias
de los dos cultivos, tal como se describe a continuacién :

Bacterias de los cultivos o: Bastones cortos y gruesos, frecuen-
temente asociados de a pares rodeados de un halo refringente y de
superficie uniforme. Tefiidos por Gram lo toman fuertemente y
aparecen ovoides; se tifien uniformemente con azul de metileno.

Bacterias de cultivo §: Bastones finos alargados, en general go-
los, de superficie rugosa; polimorfismo, tefiidos por Gram lo toman
irregularmente, con azul de metileno se revelan granulosos y muy
finos.

Liog experimentos de activacién

gens fueron realizacdos con las bacterias provenientes de un culti-

1o

la agresividad de B. perfrin-

-~
G

s

vo o privadas de su toxina y con las bacterias de un cultivo 6 tam-
bién privadas 'de su toxina y ambas fueron mezclados con toxina
« v o v las mezelas invectadas al cobayo por la via muscular tal
como estd expuesto en los experimentos que siguen:

Cultivo o.— Preparado como estd deserito 'en este trabajo, se
lo centrifuga y se lava las bacterias dos veces con solucién fisio-
16gica. El sedimento se suspende en fisiolégica y se conserva a
—78°. La toxina de este cultivo tiene un valor lecitinasa de 0.0038
y una toxicidad para el ratéon de 0.005 que equivale a 1 D. L. M, No
contiene toxina 0. La toxina se filtra por Seitz y se conserva conge-
lada a —78°.
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Cultivo 6. — Preparado como esté deserito en este trabajo; des-
pués de una incubacién de dos dias se lo'centrifuga y se lava las
bacterias dos veces con solucién fisiolégica. El sedimento se sus-
pende en solucién fisiolégica y se eonserva a — 78°. Lia toxina 9 d»o
este cultivo tiene un valor hemolitico de 0.00016 y una toxicidad

para el ratén de 0.01 =1 D.L.M. No contiene practicamente to-

xina o (lecitinasa = 0.5 cm?).

ACCION ACTIVANTE DE LA VIRULENCIA DE LA BACTERIA o POR TOXINA o Y POR

T T s 0
TOXINA 4

. Bacterias + 1 DLM Bacterias + 1 DLM
No bacterias . . .
i : ratén ratoén Bacterias solas
en mitiones toxina @ = 0,005 toxina 6 = 0,01
1.000 - on 24 horvas I -+ 3 - 08 horag
100 4+ en 24 horas + 48 horas 60 90
10 ed. g. ed. + 96 horas 0O 0
1 -+ en 48 horas 0 ¢ 0 0
0,1 p. ed. O o 0 0 0
0,01 U G 3 O 0 ¢

Accién activante de la virulencia de la bacteria 6 por toxina « y por toxina 6.

Bacterias + 1 DLM Bacterias + 1 DLM

Ne bacterias . .
ratén ratén Bacterias solas
en millones . - .
toxina ¢ = 0,005 toxina 6 = 0,01

1.000 -+ 120 horas + 48 horas 0 0

100 -+ 72 horas + 72 horas 0 0

10 p. ed. 0 0 0 a 0

1 + 72 horas 0 0 0 0

0,1 ed ed 0 0 0 0

0,01 )] 0 0 0 0 0

La accién local y general producida por las toxinas sola es muy
pequefia y sobre todo para la toxina 6 que no produce la mas ligera
reaccién local.

Aunque la aetivacién de la virulencia por la toxina 6 e3 cvid n-
te, hemos repetido los experimentos después de un largo tiempo
por considerar que la comprobacién del hecho acuerda a la toxi-
na 0 una particular importancia en la patogenia de la gangrena
gaseosa producida por B. perfringens. Se usa gérmenes o lavados
v dos toxinas 0 de valor mediano (titulo hemolitico aproximada-
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mente 1/3200) ; se mezela distintas cantidades de baeterias con 0.1
v 0.2 de toxina y 0.2 de toxina calentada a 100°.

. Bacterias + 0,2 toxina
No bacterias* ’ Bacterias solas
on millones 0,1 toxina 0,2 toxina calentada a 100°

Exp. 1 Exp. 2 Dxp. 1 Bxp. 2 Exp. 1 IIxp. 2 Exp. 1 Exp. 2

3 — +48h] — + 24 h| — — — 0

10 +24h +48h|+24h  +48h| O » 0 0

30 +24h +48h|+ 240 + 48h » » 0 0

100 +24h +24hj+24h +24h|+24h O 4+ 1200 U

330 +24h 4 24h|+24h +24h|+48h ed.ed |+ 24h 0

1000 — — — — — — |+ 24h + 48h

ACCION DE LA TOXINA SOLA

Toxina Exp. 1 I Exp. 2
0,05 0 0 0 0
0,10 g & 6 ¢
0,20 ) ’ G 0

HEstos experimentos son tan concluyentes como los anteriores y
por tanto podemos afirmar que la toxina f es un factor de agre-
sidn 1mportante en la patogenia de la gangrena gaseosa experimen-
tal del cobayo por el B. perfringens. Al significado de los hechos
recién expuestos debemos agregar también el mencionado en pagi-
nas anteriores cuando dijimos que la capacidad de producir toxi-
na O ey exaltada por pasaje por el cobayo, observacién que pareceria
indicar que en la produccién de la gangrena gaseosa el B. perfrin-
gens estd inducido a engendrar toxina 6.

Como se comprende la participacién de la toxina 0 en la agre-
sién por B. perfringens (*) plantea inmediatamente el problema de
la importancia de la inmunidad 8 y de los anticuerpos ¢ en la pro-
filaxis y tratamiento de la gangrena de Perfringens.

(*) Dacterias «

(*) WSiendo una toxina ecomin a muchas bacterias es natural pensar que
algo semejante puede ocurrir para otros casos. La investigacién experimen-
tal esti grandemente facilitada por la produecién de una toxina 6 activa,
tanto para este caso cuanto para el de la accién de activaciéon de la viru-
lencia de otras bacterias por obra de esta toxina 0,
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4) PREPARACTON Y TITULACION DE LOS SUEROS o ¥ §. ELECCI6N DE

LA UNIDAD § Y DEL METODO DE TITULACION

Lia facil obtencidn de toxinas o y 6 permite abordar el problema
de la preparacién de los dos sueros por separado y el estudio de
la cuestién planteada méas arriba.

Fueron hechos dos ensayos, uno preliminar y otro definitivo, éste
con el objeto de encontrar un procedimiento de produccién de sue-
ro en gran escala y con mayor actividad antitdxiea.

Primer experimento: Se inmunizan dos caballos con toxina 0
(8234 y 8643) y dos caballos con toxina a (8245 y 8628) por via
subcutanea y al cabo de cinco semanas de inmunizacién se hace

cuzl fué

2 & ! a4
a Cu

]

by

1o actisnidad de g e 1 A wmrackics
i ai tUé pradfiicata

Uiia prucoa G ia aCuivitaa GE 108 SUeroes,
como lo dice el protoeolo que se expone mas abajo.

Se ha empleado para esta determinacién toxinas filtradas, obte-
nidas por los procedimientos descritos anteriormente, aplicando pa-
ra determinar el limite de neutralizacién por lo menos dos pruebas,
una de ellag in vivo.

No se ha pretendido obtener el eonocimiente preciso de los valo-
res ni saber si el grado de coineidencia de los distintos métodos
es muy alto, sino tan solo conocer la relativa actividad a de los

sueros B vy a v la 6 de los sucros « y 0.
Primera determinacién de los valores
Se ha wutilizado 6 sueros:

8234 - 8643 sueros anti 0
8245 - 8628 sueros antl a

Suero 4125. Suero antiperfringens de rutina coneemtrado por

SO4Nay con 425 U. A. por em?®,
Suero antiescarlatinoso concentrado por SO.Nas.

Toxing 9. —D. Hemolitica 6. = 1/3200 D.L.M. ratén = 0.02
Lecitinasa = > 0.5 em?.

Se prepara mezclas con 1.2 em® de toxina, cantidades variables
de suero y se completa a 2 em3. Al cabo de 10" se inyecta ratones
por via venosa con 0.5 cm® de la mezcla y se prueba la existencia
de hemolisinas con 0.1 cm3. Es decir que la prueba de la neutrali-
dad in vivo se hace con 0.3 em? de toxina, equivalente a 15 D. I.. M.
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ratén, e in vitro con 0.06 de toxina {contenidos en 0.1 ecm? de la
mezcla) que equivalen a 200 D. hemoliticas. La observacién de los

ia. Lia lectura de 1

a3
bt

ratones se hace durante un d 1emblisis después
de 30" de incubacién a 37°. Se usa como siempre 0.5 de glébulos de

oveja al 5 %.

SUEROS ANTI 6

2.4 0 8643 antiescarlatines
Cantidades de suero Suero 8234 Suero 86 Suero antiesenrlatinuso
para 0.3 de toxina = Acecitn Accibn Aceibn Accién
15 D. L. M. sobre glob. | sobre ratén | sobre glob. | sobre raton | sobre gldb. | sobre raton
I ]
0,002 g G 0 0 0 Y
0,0012 H - CH 0 9 0
0,6006 H + H + 0 4]
0,0603 H -+ H + H -+
H = hemolisis; CH = hemolisis casi couapleta; 4+ = muerte.
SUEROS ANTI «
Cantidades de suero Svero 8423 Suero 8245 Suero antiperfrin.
para 0,3 de toxina=1  Aqci¢n Accion Aceibn Accitn Accion Accion
15 D. L. M. sobre gléb. | sobre ratén | sobre glob. | sobre rutin | schre g¢idb. | sobre ratéon
3,05 | O 0 | 0 4] 4] 3
0,025 0 0 0 ¢ 0 it
0,0125 H -+ H 0 CH 0
0,0060 H + H + H +
0,0030 H +- H + &t +
Toxing o.— Dosis hemolitica a = 0.0012, lecitinasa = 0.0038;

D. L. M. ratén = 0.01. Dosis hemolitica § mayor de 0.01.

Se prepara mezclas con 1.2 em?® de toxina y cantidades variables
de suero y se completa a 2 em® Al cabo de 30" se prueba la toxici-
dad para ratén con 0.5 em?® (equivalentes a 0.3 de toxina con 30
D.L. M.), la acciéon hemolitica se prueba a 37° y luego a 0° y la
aceibn sobre emulsién de yema de huevo por incubacién 30" a 37°,
con 0.2 em® de la mezela (equivalentes a 0,12 em® de toxina con 81
dosis lecitinasa y 100 dosis hemoliticas). Como diluyente se usa
solucidn fisiolégica. La suspensién de yema de huevo es de una.
yema en 500 ce. de sol. fisiolégica con 0.5 % de CaCls.
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SURROS ANTI «

Cantidades de suero Suero 8628 Suero 8245 Suero antiperfring.
para 0,3 de toxina = Accién sobre Accién sobre 4125 de 425 U. A,
30 D. L. M. yema gléb. ratén yema gléb. ratéon yema glob. raton
0,0075 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,0038 =+ CH + 0 0 0 0 (0] 0
0,0019 3 H -+ 1 CH + 1 H +
0,00095 4 H + 3 CH -+ 4 H +
0,00048 4 H + 4 CH -+ 4 H -+

=4 = limite de reaccion.
3 = gran turbiedad.
4 = separacién de capa de lipidos.

SUEBROS ANTI ©

Cantidades de suero Suero 823+ Suero 8643 Suero antieescarlatinoso
para 0,3 de toxina = Accién sobre Accién sobre Accién sobre
30D. L. M. yema glob. ratén yema gidb. ratén vema gléb. ratén
0,30 0 O G 0 0 0 4 H -+
0,15 0 0 0 3 3/4 H - 4 H +
0,075 1 1/2H + 1 4 CH + 4 H +
0,038 3 CH + |4 H +| - = =
0,010 4 H + 14 H=H +] - = =
0,0005 4 H0 + |4 = I -

De la observacién de las cifras de los cuadros de la medicién del
valor anti § apavece una relativa coincidencia entre la presencia de
hemolisina 6 libre y la accién letal sobre el ratén, aunque en gene-
ra] se observa mezclas toxicas para globulos rojos que no producen
la muerte del ratén. Probablemente se deba esta discrepancia a una
mayor afinidad de éstos por las pequeiias cantidades de toxina li-
bre. Para juzgar mejor el comportamiento de ambos indicadores
-seria necesario reduecir log intervalos entre las cantidades de suero
gue han sido usados e inyectar un nimero mas grande de animales.
Tomando como indicacién la hemdlisis completa o la muerte de un
ratén.

Vol. XII, N°

9
o
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Las dosis de suero que contienen la misma cantidad de antitoxi-

na son:
VALOR ANTI 6

Dosis de suero de Ne de dosis indicadoras
Suero actividad equivalente por em3 de suero

para glob. | para ratén | para zléb. | para ratén
8234 (antl 63 ...... ... . .......... 0,0012 0,0012 800 800
8643 (anti 6) ............ .. ... .. . 0,0006 0,0006 1600 1600
8628 (antl e)........ ... .. ... 0,0125 0,0125 80 80
8245 (amti o) ... ..ot 0,0125 | 0,0060 80 160
Antiperf. 4125 (*) rutina (anti «) ... 0,0060 0,0060 160 160
Antiescarlat. (*) ............. .. ... 0,0060 0,0060 160 160

Con los valores anti a existe una muy buena coincidencia entre
las cifras correspondientes a glébulos, yema y accién letal. Este
hecho tiene excepciones que han sido estudiadas por Oakley y Wa-
rrack (**) de manera muy extensa al tratar de las relaciones entre
la actividad de combinacién de la toxina o, la concentracién de
Catt y la naturaleza particular de eada antitoxina. Es muy difieil
cbservar esa propiedad con intervalos tan grandes entre las dosis
de sueros usadas por nosotros.

En el cuadro siguiente figuran las cifras equivalen
tintos sueros. Se ha tomado Ias correspondientes a la
toxina en libertad.

tes de log dis-
dosis que deja

YALOR ANTI «

Dosis de suero de actividad Ne de dosis indicadoras
Suero equivalente por em3 de suero
para yema’para raténlpara el6b. [para yema]para gléb., lpara ra;;l
8628 (anti o) .......... 0,0038( 0,0038; 0,0038| 260 260 260
8245 (anti @) ........... 0,0019] 0,0019 0,0019] 520 520 520
Antiperf. 4125 (*) ... ... 0,0019; 0,0019] 0,0019] 520 520 520
8234 (anti 6)........... 0,075 0,075 | 0,075 13 13 13
8643 (anti 6) ........... 0,15 0,15 0,15 6 6 6
Antiescarlat. .. ......... >0,30 |>0,30 |>0,30 <3 <3 <3

(*) Sueros concentrados alrededor de tres veces por medio de sulfato de sodio.
Es decir que los sueros anti 6 contienen de 5 a 20 veces mds antitoxina 9 que los
sueros anti « o que el suero anti 6 producido por la toxina del Strep. scarlatinae.

(*) Este suero concentrado tres veces por sulfato de sodio tiene 425 U. A. por

cm?,
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Los sueros anti a tienen de 20 a 80 veces més antitoxina o que los
sueros anti 6. Una segunda serie de ensayos de inmunizaeién fué
planeada después de establecer la importancia de la antitoxina 6
en la proteceidn contra la infeccién experimental, con el objeto de
precisar mejor ciertos asuntos de importancia prictica y precisa-
mente a saber:

1) La obtenciéon regular de sueros muy activos a y 6.

)

2} La posibilidad de obtener un suero mixto o y § muy activo

1mismo aunimal.

[
=
[
Yt

3) La aplicabilidad de los métodos de medida in vitro.

El ensayo fué realizado con 30 caballos, 10 inyectados con toxi-
na o, 10 econ 5 y 10 con ambas. Se utilizd las toxinas preparadas de
la manera descrita y el siguiente método de inmunizacidn :

Valores de toxina (toxicidad)
Dias Cantidades
a Lecitinasa j 6 Hemolisis
1 10 0,007 0,00016
17 0,007 0,00016
13 50 03,0038 0,00016
16 15 0,0038 0,00008
20 30 - 0,0038 0,6003
23 60 0,007 0,00016
27 90 0,006 0,00016
30 120 0,0019 0,00008
34 250 0,0019 0,00016
35 250 0,0019 0,00016
41 (*) | Sangria de
prueba

Los caballos del grupo o - 6 recibieron las toxinas sin mezcla en
dos lugares distintos y todas las inyececiones fueron subcuténeas y
bien soportadas por los caballos.

Las actividades de los sueros fueron medidas por los métodos in
vitro v luego en algunos casos por la neutralizacién in vivo en el
ratén blanco.

(*) Por una dificultad ocurrida en el curso de la inmunizacién de los grupos.
0y « 4 6 se prosiguié la inyeccién de estos animales los dias 52-58-61-65 y 66 con.
las cantidades de 60-90-120-250 y 250 de las toxinas 0 v « cuyos valores eran apro-
ximadamente los mismos de las anteriormente usadas.
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Valores antitézicos o.— Medicién preliminar.

Se utiliza una toxina liquida que se mide con un suero test por
el métode de la accion sobre la lecitovitelina, v con la dosis test
L,/7.5.

Lios resultados, expresados en unidades internacionales, estin ex-
puestos en el cuadro que sigue. Fueron obtenidos por la prueba de
la aceién sobre la lecitovitelina.

INMUNIZADOS CON:

Toxina « Toxina « 4 Toxina 6
Caballo No Valores a de Caballo No Valores « de Valores « de ia
la sangria a los la sangria a los sangria a los
41 dias 41 dias 72 dias
1 5812 66 1 8878 500 550
2 5813 130 Z 8881 66 130
3 8677 130 3 8883 66 320
4 8731 600 4 8884 130 400
5 8732 600 5 8887 550 600
6 8733 600 6 8890 400 550
8 8734 400 7 8896 66 600
8 8735 300 8 8897 200 400
9 8737 400 9 8899 400 400
10 8738 350 10 8900 130 320
Valor medio . 350 250 425

Con el objeto de comparar log métodos de medida y conocer los
valores con mas exactitud se utilizaron dos toxinas, una precipita-
da por sulfato de amonio desde muchos afios y otra liquida conser-
vada por congelacién a -—78°C, usando para la primera el valor
L,/5 y para la segunda el valor L /7.5; este valor coincide con el
de L/reaccién huevo/7.5. En lugar de los sueros individuales se
midieron las siguientes mezclas: 5812 y 8677; 8731-8732 v 8733; y
la mezela de los diez sueros a y la mezcla de los diez o - 8 de
la sangria de los 72 dias.

Los intervalos entre los valores medidos son muy amplios para:
poder apreciar la coincidencia de los diferentes indicadores de la.
neutralizacién pero permiten por lo menos juzgar a éstos desde el
punto de vista de la rutina de la fabricacién.

Mezcla A — 5812 y 8677 (sueros « de poco valor) . Valor medio caleulado de la.
medicién previa 100 U.A.

» B —8731-8732 y 8733 (sueros « de buen
Valor) cov i Valor medio calculado dela
medicién previa 600 U. A..
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Mexcla C — (Todos los sueros «)

» D — (Todos los sueros « + 8 de la sangria

de 72 dias)

Valor medio calculado de
la medicién previa 350

U. A

Valor medio calculado de
la medicién previa 425

Vol.XII,N* 3

U. A
Toxina liquida L L 17,5 (3/3) Toxina seca L( 17,5 (3/5)
Mezcla o .
Heset m\/:*lli(:ilo Lecitinasa | Hemolisis Ratén J:Zjd?;o Lecitinasa Ratén
o |

66 0 0 0/3 75 0 1/5
A 130 2 H 0/3 100 3 1/5
200 4 H 3/3 200 4 5/5

270 4 H 3/3
200 0 0 0/3 4060 0 1/5
B 270 0 0 0/3 600 3 5/5
400 0 0 1/3 800 4 5/5
550 4 H 0/3 1000 4 5/5

660 4 H 3/3
130 0 0 0/3 0 0/5
C 200 0 0 0/3 200 0 2/5
270 0 0 0/3 300 1 5/5
400 4 H 3/3 400 3 5/5

550 4 H 3/3 500

130 0 0 0/3 200 0 0/5
D 200 0 0 0/3 300 0 1/5
270 0 0 0/3 400 1 4/5
400 4 H 3/3 500 2 5/5

550 4 H 3/3

De estas cifras resultan los valores que figuran en la tabla si-

guiente:

Valores obtenidos con toxina liquida Toxina seca Valores calculados

Mezcla - — - — de la medicién
Lecitinasa | Hemolisis Ratén Lecitinasa Ratén previa

A (@) 130 130 200 100 150 160

B (a) 550 550 660 600 500 600

C (o) 400 400 400 400 350 350

D () 400 400 400 400 400 425
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El examen de las cifras nos demuestra que la aplicacién de los
métodos de medida usados da resultados compatibles con un empleo
tanto en la vutina de la medicién de los valores o de log sueros an-

titéxicos a como en la de los sueros (o -+ 0).

Valores antitézicos 0. — Las mediciones fueron hechas sélo por
el método in vitro, de la neutralizacién de la hemotoxina para gl6-
bulos de oveja, aceptando que existe una equivalencia entre el in-
dicador in vitro (hemoélisis) y el de la intoxicacién y muerte del

2
]
]

o

ik

Ademdas y para facilitar la comparacion de resultados con el co-
rrer del tiempo se resolvié establecer wna unidad de antitoxing 0
constituida por la activided contenida en 0.0006 gr. del suero 8643
desecado y conservado en wvacto.

1/15 de la unidad

Como dosis de prueba in vitro ge resolvid near 1/15 4 o
antitéxica y como signo de combinacién, la hemdlisis total en 30
minutos a 37°C de 0.5 em?® de glébulos de oveja al 5 %.

Lia toxina fué preparada por precipitacién de un filtrado 9 li-re
de toxina o, y el precipitado desecade, molido v conservado en vaeclo.

La medicién de la toxina dié los siguientes resultados:
Dosis hemolitica = 05y, D. 1. M. = 20 .

Dosis de combinaciéon == (L/hemflisis/15 = 40 equivale a 2
D. L. M.).
S < .
uero test Toxina en Resultado

1/15 de U. A, Y
0,0006/15 30 10’ contacto | 0,5 glébulos 5 77, 0
0,0006/15 35 /shora 37c | 1/, H
0,0006/15 490 H
0,0006/15 45 H
0,0006/15 60 H

Se elige como dosis L/hemélisis/15 la de 40 v; lag determinacio-
nes hechas en varias otras ocagiones dieron el mismo valor de 40 v.

Log valores medidos fueron de 133, 200, 280, 360 y 460 unidades.
Se obtienen los siguientes valores:
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Sueros 8 Suerosa + 6
Sangria Sangria Sangria , Sangria
Caballo Ne a los a los Caballo Neo a los a los
41 dias 72 dias 41 dias 72 dias
8742 280 200 8878 200 133
8820 280 133 8881 360 -+ 460
8326 360 280 8883 280 133
8847 280 280 8884 280 200
8848 280 2066 3387 200 2806
{850 28C 200 R]R00 460 280
8860 -+ 460 + 460 8896 360 3260
8861 -+ 460 360 8897 360 280
8873 460 + 460 8899 360 280
8877 360 280 8900 -+ 460 460
Mezcla de todos 260 280 | Mezela de todos 280 280
1os BUETOS 1os sueros
Mezcla de 8742- — 460 | Mezcla de 8887- — 360
8860-8873 8887-8896-8897
8899-83900

Se encuentra algunos animales gue producen suerc méas active
que otros, aunque lag diferencias ne son muy marcadas. Ademéas pa-
receria que la prosecucién de la inmunizacién por mas tiempo no
produce aumento sino mas bien una reduccién del valor. Tanto
dog animales inmunizados con toxina 6 como con toxina o y toxina 9
dan los mismos valores antitéxicos.

Por razones circunstanciales no hemos determinado los valores
por el método in vivo, pero con las experiencias expuestas en pagi-
nag anteriores se puede admitir que ambos métodos, el de la hemé-
lisis y el de Ia toxicidad para el raton, dan iguales resultados, con
lo cual se puede calcular que el ntmero de D. L. M. que neutraliza
una unidad antitéxica es de 30, lo que equivale a decir que apro-
ximadamente cada centimetro ctbico de suero (considerando la
mezela) neutraliza 10.000 D. L. M. de una toxina 6 precipitada.

Queda atn por conocer la actividad o de los sueros 6 v la 6 de
los sueros a.

Determinados los valores por los métodos utilizados anteriormen-
te se obtienen las cifras que figuran en el cuadro siguiente y que
ilustran de manera comprensiva sobre la constitucién de los sueros
o,8 y of en sus actividades relativas o y 6.

Vol. XII, N° 3
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Sueros « Valores o “Valores 6
en U. A, en U. A.
5812 60 5
5813 130 10
8677 130 20
8731 600 10
8732 600 20
8733 600 5
8734 400 50
8735 300 20
8737 400 20
8738 350 20
Valores « en U. A. Valores 6 en U. A,
Sueros 6
41 dias 72 dias 41 dias 72 dias
8742 7 20 280 200
8820 7 15 280 133
2826 3 15 360 280
8847 5 15 280 280
8848 3 15 280 200
8850 7 35 280 200
8860 10 50 + 460 -+ 460
3861 7 35 -+ 460 360
8873 7 15 460 + 460
8877 10 20 360 280
Valores a en T. A, Valores 6 en U. A.
Sueros «b
41 dias 72 dias 41 dias 72 dias
8878 500 550 200 133
8881 60 130 360 -+ 360
3883 66 320 280 133
8884 130 400 280 200
8887 550 600 200 230
8890 400 550 460 280
8896 66 600 360 360
8897 200 400 360 280
8899 400 400 360 280
8900 130 320 + 460 460
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Es facil ver que en los sueros o la relacién o/6 varia de 6 a 120
¥ el término medio es de 18, es decir que la actividad 6 de un sue-
o o es s6lo 1/18 de la especifica, es decir anti o.

En cuanto a los sueros 6 la relacion 6/a varia de 40 a 70 en la
sangria de los 41 dias y de 9 a 30 en la sangria de los 72 dias; los
valores medios son de 50 a los 41 dias y de 12 a los 72 dias, es decir
gue la actividad a de un suero 6 es sélo de 1/50 a 1/12 de la espe-
cifica, es decir anti 0.

En los sueros af la relacién /6 a los 41 dias es de 1 y a los 72
dias de 1.5.

En cuanto a los valores medios de las mezclas de cada uno de
los tres tipos de sueros son los del siguiente cuadro

Fol. XII,N° 3

. Valores « Valores 8
Sueros 41 dias r 792 dias 41 dias ! 72 dias
T ]
a 350 l — 19 —
0 7,5 23 352 285
b 250 425 280 280

Estas cifras indican claramente que la actividad a de los sueros
« es comparable a la de los sueros af y lo mismo puede decirse de
la actividad 6 de los sueros 8 y de los af. Lo que equivale a decir
que la inmunizaecién mnultanea con toxinas o y 0 no interfiere en
or tanto la preparacién de
:erse por inmunizacién del

la prod a
log sueros mixtos més activos debe
mismo caballo con toxina o y con toxina 0 inyectadas en el mismo
momento en lugares distintos. Queda por establecer sin embargo

si la prosecucién de la inyeccién de toxina o en los caballos o hasta

oXin

[223
=
m bl

i ode un suero

deben ser conside-

72 dias como en el grupo ol no permite la obte
més activo. De todas maneras los valores a y 0
rados excelentes.

5) Los SUEROS o Y 0 EN LA PROTECCION PASIVA DE LA INFECCION
EXPERIMENTAL

Apenas fué conocida la existencia de la producecién independiente
de dos toxinas por el B. perfringens, quedé planteado el problema
de la importancia relativa de las dos inmunidades en la proteccién
activa y pasiva de la gangrena producida por B. perfringens.

En la literatura de tiempos pasados existe la prueba de que el
suero antiperfringens (anti a) es activo contra la infeccién expe-
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rimental por cultivos en caldo, hecho poco sorprendente, pues como
la agresion del cultivo es debida en buena parte a la toxina a, la
neutralizacién de ésta por el suero bastaba para que guedara para-
lizada la accién patégena del cultivo.

Recientemente Stewart ha probado que los cobayos inmunizados
con toxoide a resisten perfectamente la infeceidén por un cultivo
de B. perfringens activado por la adiciéon de tierra estéril. La can-
tidad de cultivo es muy pequefa y por tanto la de toxina, a pesar
de inocular un ntGmere muy grande de dosis mortales. La aecidn
parece desarrollarse de esta wanera: lag baecteriag se reproducen
gracias a la reaeccidn local producida por la tierra y al mismo tiem-
po engendran toxina que inhibe la acciédn fagocitaria. En cambio
cuando los humores contienen antitoxina o las bacterias pueden
iniciar su reproduecion pero la toxina segregada es neutralizada y
los fagocitos pueden englobar y destruir las bacterias [Stewart,
1943 (5971,

G. Evans (1943) (3*) por el método de Armstrong y Rae que con-
siste en la exaltacion del poder patégeno de B. perfringens por la
inyeecién previa a eobayos de 0.2 em® de CaCly al 15 % seguida
tres horas después de 0.2 em?® de una suspension de B. perfringens
lavados que se inyecta en el mismo lugar, prueba con cuatro cepas:
19) que el suero anti a con muy poca antitoxina 8 protegia muy
efectivamente contra la infeceidn; 29) que el suero anti § con solo
una pequeila cantidad de antitoxina o no protegia; 3°) la anti-
toxina usada que fué el patrén internacional, protege lo mismo que
un suero que no contiene antitoxina 6; 4°) la antitoxina 6 reduce
la accién de la antitoxina o cuando se la inyecta conjuntamente,
en lugar de aumentarla. Hsta aceién paradojal es debida probable-
mente a la de las proteinas contenidas en el suero 9 que reducen la
velocidad de absorcién de la antitoxina,

En los experimentos de este autor hay que considerar, antes de
aceptar su significaciéon practica general: a) que el valor de la
unidad 6 estd fijado muy arbitrariamente al aceptar que estid con-
tenido en la misma cantidad de suero patrén o que contiene una
unidad antitéxica a (pag. 83) y es seguramente muy pequefio; D)
gue la accién del suero no se puede manifestar de manera « esen-
cial » pues es inyectado por via subcutinea muy corto tiempo antes
de la infeccitn, lo cual estd probado por el mismo autor cunando
inyecta suero anti o mezelado con suero normal y la aceién resulta
menor; ¢) que el método de infeccién no cerresponde muy aproxi-
madamente con lo que sucede en la infeccién natural.

De todos modos el hecho evidente y seguramente vilido es la
falta de proteecién por el suero anti 6 solo.



416 1A PARTICTPACION DE LAS TOXINAS o Y 8§ EN LA PATOGENIA, ETc. Vol XIL N3

Nuestros primeros experimentos fueron realizados antes de co-
nocer las publicaciones de Stewart y de Hvans, habiendo empleado
como técnica la de meutralizacién del poder patdgeno de un cultivo
lavado sin adieién de activador: (CaCls o tierra) mezclado con los
sueros of v « + 0. Los resultados indicaren de manera evidente
gue la proteccién por la mezcla de los sueros a y § era muy evi-
dente mientras lo era mucho menos por el suero o y practicamente
rula por el suero §. Por la téenica aconsejada por Evans los resul-
tados no fueron muy demostrativos aungue indicaban de vna ma-
‘nera bastante clara que el suero j
solo. Eu términos gene
actividad protectora mientras el suero 9 carece practicamente de
ella, de modo que el problema quedaria reduecido a mostrar que la
infeceién por B. perfringens puede ser paralizada mas efectiva-

a aceién conjunta de las antitoxinas a y 6 que por la

5 DO s h

antitoxina o. Naluralmeunie ésta es la idea gue nos ha gula
petir experimentos hasta obtener una respuesta clara, pues la 14-
gieca apoyaba el modo de ver expuesto més arriba. Como técnica
resolvimos recurrir: 1°) a la aceién directa de las bacterias despro-

An a va.
asc & re

. Vo et n o et matieradat  m1ran amaem v 1 14
vistas de toxina y sin activador, pues probablemente la invasién

ge hace desde nn lugar del mutsculo lesionado sin que se haya pro-
ducido uns neerosis por el CaCle. ni haya una apreciable cantidad
de cuerpos extrafos (tierra). En verdad es tan artificial el empleo
de un gran ntmero de bacterias lavadas enanto la facilitacion del
poder de invasién de poeas bacterias por la accién de CaCl, o de
tierra estéril, de modo que cunalquiera de los tres procedimientos
tendria igmnal justificacién; 2°) al uso de suero inyectado en el
torrente sanguineo y no mezclado con las bacterias, pues cada sue-
ro puede tener una accién facilitante de la invasién en distinto
grado v los experimentos no serian comparables, Tws resnltados de
un experimento de esta naturaleza se encuentran protocolizados a
continuacién y prueban de manera muy demostrativa que el suero
o solo, tiene una accién menor y més irregular que las mismas can-
tidades de antitoxina o usadas conjuntamente con antitoxina 6; ast
por ejemplo mientras 200 U. A. o no protegen, 50 U. A. de antito-
xina o con 50 U. A. de antitoxina 6 protegen completamente.

Para este experimento se utilizaron un suero anti o (8731), un
suzro of (8890) y un suero anti § (8861). Estos sueros medidos con
mayor aproximacién y exactitud y se obtuvieron los siguientes va-

lores:
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Valor « Valor 6
8731 « 500 5
8890 «b 400 250
8861 6 6 300

Se preparan diluciones de los sueros de manera que en 1 em® esté
csontenida Iz dosis que se reguiere en cada experimento y esta ean-
{1

s i
g M O] 3 B 79
tres lotes de cobayos: el primers con suero 8731

¢

tidad se inyecta 2
(antitoxina a), el segundo con suero 8890 (antitoxina a y 0) v el
tercero con la mezela de los sueros 8731 y suero 8861 (antitoxina o
y 9), por via intracardiaca y a las tres horas se infectan todos con
10.000 millones de bacterias a lavadas y suspendidas en 1 em?® de

1 Aom ~ qam Ao ~ nr
figicldoica gue 2o g0 Iids 4€ ou . au. k.

AAAAAA oo m 3
COBAYOS PROTEGIDOS CON SUERO ANTITOXICO o 8731
Con 50 U. A. ay 0,5 8 Con 100 U. A« y 1T, A. 0 ! Con 200 U. A. ey 2. A. 0
854 ed-ed-ped-ped 866 med- + 891 ed-ped-ped-ped-
307 ed- 4+ 892 ped- + 893 ped-ped-ped-ped
086 med-med- + 870 med-med-med- + 805 med- +
315 med-med-med-med 809 med- + 849 med- -

COBAYOS PROTEGIDOS CON SUERC ANTITOXICO af 3890

Conb50U. A ay31U. A6 ' Conl00U. A, y 62U.A. 90 |[Con200U. A.« y 125 U. A. 0

876 med-med- + ! 817 ped-0-0-0

884 0-0-0-0
836 0-0-0-0 881 ped-0-0-0 890 0-0-0-0
841 0-0-0-0 820  0-0-0-0 821 0-0-0-0
—_—_——— = 830  0-0-0-0 853 0-0-0-0

COBAYOS PROTEGIDOS CON SUERO ANTITOXICO « 8731 ¥ SUBRO ANTITOXICO 6 8861

Con 50U, A, y 50U. A. 60 [Con 100 U. A. ay 100 U. A, 6| Con 200 U. A. «y 200U, A. 9

880 €-0-0-0- 8§96 0-0-0-0- 831 0-0-0-0-
845 0-0-0-0- 875 0-0-0-0- 847 0-0-0-0-
826 0-0-0-0- 860 0-0-0-0- 872 0-0-0-0-
878 0-0-0-0- 885 0-0-0-0- 867 0-0-0-0-

2d = edema; ped = poco edema; med = mucho edema.
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6) LA INMUNIZACION ACTIVA o Y § EN LA INFECCION EXPERIMENTAL

La mmmunidad activa anti o de los ecobayos se puede conseguir
con relativa facilidad por el uso de toxoides o préparados por des-
intoxicacién con formalina. Sin embargo, el problema de la inmu-
nizacién activa del hombre no estd ain resuelto. Antes de entrar a
considerar la solucién préictica de ese problema creemos convenien-
te tener en cuenta la probable participaciéon de la inmunidad anti 0
en la proteccién activa contra la infeceién por B. perfringens.

Sélo hemos realizado algunos experimentos preliminares que pue-
den servir de indicacién y prueban que los animales con la doble
inmunidad o y 9 estdn mejor protegidos que los que tienen sélo
mmunidad o.

Como antigenos se ha usado: ¢) un toxoide o obtenido por desin-
toxicacién por el solo calentamiento a 37°C de la toxina fiitrada
v en presencia de aire; b) un toxoide o obtenido por la accién de
69/4 de formalina; ¢) toxoide 8 obtenido por oxigenacién de la
toxina. Cada uno de estos toxoides fué inyectado enatro veces a un
grupo de 10 cobayos en dosis de 0.2 ¢m?® con intervalos de 13 dias,
7 dias y 5 dias. Su inmunidad fué probada 6 dias después de la Gl-
tima inyeccién; d) ademés se inmunizd un cuarto grupo de coba-
yos con 0.2 de toxoide a, 6 °/¢ de formol y 0.2 de toxoide § inv e-
tados en lugares distintos, con los mismos intervalos gue los otros
3 grupos. La inmunidad fué probada a log 6 dias de la dltima in-
veceidn.

La prueba fué practicada de tres maneras diferentes, a saber:
19) 3 cobayos de cada grupo fueron inyectados econ 10 D. L. M. de
gérmenes o lavados; 2°) 3 cobayos de cada grupo con 10 D. L. M.
de cultivo 6, con toxina € y sin toxina a, y 3°) 3 cobayos de cada
grupo eon 10 D. L. M. de un cultivo af conteniendo toxinas o y 6.
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) Cobz}yos 10 D. L. M, gérmenes o 10D. L. M. cultivo 6 10 D. L. IYI. cultivo a8
inmunizados lavados ( toxina 6) 0.2 con toxinas oy 8
con: (10.000 millones) con voxina &) £,2 ¢.c. 0,2 c.c.
Toxoide o (5{ 827 ped-med-ped-ped| 763 ed-ed-ped-ped 725 0-0-0-0
dias 37°) |89 0 0 0 O 774 ed-med-ed-ped 806 ped-ped-0-0
792 ed-med-ped-ped | 782 ped-ped-0-0 823 0-ped-0-0
Toxoide « 737 ed-ed-0-0 793 0-ped-0-0 768 ed-med-ed-ped
6 o/oo formol.| 789 O-med-ped-0 709 ed-med-med-med| 701 ped-ped-0-0
749 ed + 746 ed-med-ped-0 718 ed-med-med-ed
Toxoide 6 por| 767 ed- + 380 ed-med-ed-ped 735 med- -+
oxigenacién | 791 ed- 4 769 ed- + 794 ed- +
773 ed- + 778 ed-med-ed-0 758 ed- +
{ Toxoide & | 763 ped-0-0-0 765 ed-ed-ped-0 874  0-0-0-0
46.0/5g formol] 775 0-ped-0-0 745 0-0-0-D 781 0.0-0-0
(Toxvide § | 668 ed-ped-0-0 755 eq-0-0-0 788 ped-0-0-0
Controles:
500 millones med-med-med 0,2 ed-med- + 0,2 med-med- +
1000 millones ad- + 8,2 ed-med-ed- | 0,2 ed- +
no muere

Los resultados son bastante demostrativos y prueban que la in-
munidad anti 6 (*) no protege contra los gérmenes lavados ni con-

o

Ademas indican gue: 1°) La inmunidad anti ¢

tra un cultivo «af.

es suficiente para proteger o aumentar la resistencia de log coba-
yos contra bacterias lavadas, o eultivo 6 o cultivo o 0; la inmuni-
dad parece mayor con el toxoide obtenido por calentamiento que
por accién de la formalina. 2°) La inmunidad anti 8 no parece.pro-
@) Lios cobayos

)
/

teger bien contra un cultivo 9 (con toxina 6). 3
inmunizados con toxoide a y con toxoide 6 estin mejor protegidos
que los vacunados con toxoide a sbélo tanto en la infeceidn con
bacterias lavados cuanto en la producida por cultivos 8 y por cul-
tivos «f.

ResUuMEN

1. — Se deseribe: un método de produccién de toxina o de B.
perfringens A muy activa y libre de toxina 6.

(*) En verdad no se puede decir que existe una inmunidad anti § en
los animales de la experiencia, pues no fué emsayado el contenido de anti-
toxina del suero y no hay suficiente experiencia para presumir que los co-
bayos inyectados con toxoide 6 como lo han sido los del protocolo tienen
inmunidad antitéxica § comparable a la que se obtiene con el toxoide «.
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Un método de produccién de toxina 6§ de B. perfringens A muy
activo y libre de toxina a.

2. — La toxina o aumenta econsiderablemente el poder de agre-
gién del B. perfringens A ; la toxina 0 tiene una accién semejante.

3.— Se describe un métode de obtencién de sueros muy activos
zy O

4.— Por inmunizacién simultdnea de un mismo caballo se ob-
tiene sneros mixtos mnuy activos tanto para la toxina o como para
la toxina 8.

5.— Se ha fijado una unidad antitixica 6, conservada en el Ins-
tituto Bacteriolégico, gue es la actividad de la antitoxina conteni-
da en 0.0006 gr del suero test, seco, que neutraliza por lo menos 30
D. L. M. ratén. ‘

6. — Los métodos de medicién in vitro de antitoxina o usando
como indicador la accién de lecitinasa (reaccién de Nagler) o la
hem6lisis de glébulos, constituyen excelentes procedimientos de me-
dida preliminar.

7.— La medicién de la antitoxina 0 puede ser practicada usan-
do como indicador la hemdlisis; es preferible emplear una toxina
test seca. Se puede practicar también por la inyeccién de ratones
por via venosa,

8. — Tl suero 6 no protege contra la infeccién de B. perfringens
lavado, el suero o protege de manera evidente aunqune su accién es
irregular.

9. — Por la acecion conjunta de las antitoxinas a y & con igual
nimero de unidades antitéxicas de ambas, se obtiene una protec-
cién excelente de los animales contra la infeccién producida por
B. perfringens lavado y mucho mayor que con antitoxina a sola.

10. — Lia inmunidad activa doble, anti o y anti 6, parece més
efectiva que la simple inmunidad anti o tanto para la infeccidn
producida por B. perfringens lavado cuanto para la producida por
cultivos con toxinas 6 o con toxinas a -+ 6
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