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PREPARACIGN DEL SUERO ANTIGANGRENOSO

1V. Preparacion del suero antihistolyticum

PFOR
ARIOSTO BULLER SOUTO y JUAN B. RIVAROLA
Jefs de la Seccién de Anacrobios del lastituie Jefe del Laboraterie de Serclerapia de lo
Butantan (Brasd) Sanidad Militar (Parsguay)
INTRODUCCION

" La propriedad del Cl. histolyticum de producir toxina especifica se debe. a
105 estudios de Weinberg y Seguin (20).

-. La toxina obtenida era termolabil, no hemotdxica llegando al miximo de su
Soncentracion con 18 a 24 horas de incubacién a 37° C, en un caldo de carne
00 o sin glucosa y con trozos de carne en el fondo, recubierto con parafina li-
- Wida para assegurar las condiciones de anaerobiosis.

.~ El Medical Research Committee (8) demostré que la toxina de CI. histoly-
ﬁ“'m podia ser producida en culturas de caldo de carne después de incubacion
'ﬂ'ﬂ‘lnte 14 a 16 horas. Después de 18 horas la toxina seria destruida.

. Mac Intosh y Bulloch (7) acentuaron las graves reacciones locales produ-
a5 en el sitio de la inoculacion.

.~ Mita (9) empleando caldo de higado con pH 7.2 a 78 pudo obtener
- eelente toxina después de 24 horas de incubacién.

. Stewart (13) estudié la influencia de la reaccion del medio, el periodo de
hﬁlb@aun, el efecto de la adicion de glucosa, y los resultados obtenidos con dos
t‘"-'fmtes tipos de peptona, en la producion de toxina histolytica. Con infusion
" Sarne conteniendo 1 % de peptona, 2 % de glucosa y con pH 7,6 pudo obtener
h“hs toxinas (D M L para la Jaucha de 0.002 a 0.005 cc.). Las vanaciones
* PH podian ir de 6,8 a 7,8 sin que la produccion de toxina se alterase sensi-
" e, siempre que las demds condiciones del medio fuesen Optimas, asi

"0 las condiciones de anaerobiosis satisfactorias,
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Con infusién de cane, mas 1 6 2% de peptona, Stewart pudo obtenef
toxinas mds potentes con una D M L para la laucha de 0.002 cc. a 0
c.c. obteniendo también fuerte hemolisis (0.1 c.c. de cultura da completa hem®
lisis de 0.5 c.c. de suspension al 5 9 de globulos rojos de conejo lavados)-
La prueba de nitroprusiato de sodio para la verificacién de la presencid
grupo sulfidrilo era fuertemente positiva.

I. — Preparacion de la toxina
Cepa

Para obtener buenas toxinas es menester usar muestras toxigénicas frecucs”
temente repicadas. Las muestras usadas para la preparacion de toxina no debe?
tener nunca mas de 18 horas. Cuando se usan culturas mas viejas se constatd
una acentuada disminucion de la D M L de la toxina.

Pasajes intermedios en cobayos exaltan el poder toxigeno de las muestra®

El poder toxigeno no se altera cuando se conservan las muestras toﬁéﬂl i
cas en la heladera y son repicadas en caldo clara de huevo.

Smith (11) ha observado alteraciones en la estructura antigémica de CI'
histolyticum en relacion a las variaciones S—R. Este autor llama la at
en el sentido de que las variaciones en la estructura antigénica de los and
esporulados no han sido suficientemente estudiadas. b

bioquimi®

Existiendo por otra parte estrecha correlacion morfolégica ¥
(5) entre el CL histolyticum y el Cl. sporogenes es necesario especiales pree
ciones a este respecto.

Fn el Instituto Butantan poseemos 16 cepas para la preparacion de suero anti-
Iyticum,

Medios de cultivo

A). Higado % i s¥euebarn eeps SRt ks et 500 grame®
Pertons | Chapoledit s o s il . s at s vvass « 10 gram®
(g by S ww srng B A papd Sl (g 1000. <&
Operar asi:

1. — Lavar el higado.

2. — Pasar por la maquina.

4. — Macerar durante 12 horas a la temperatura ambiente,
5. — Hervir a fuego lento, 15 minutos.

6. — Colar en pafio.

7. — Filtrar por papel N. 50.
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8. — Agregar la peptona. Ajustar a pH 8.0.

9. — Llevar al autoclave a 120° C durante 20 minutos.

10. — Filtrar nuevamente por papel de filtro.

11. — Distribuir en balones agregando trozos de higado y vaselina liquida.

12. — Esterilizar a 115° C durante 30 minutos.

13. — Ajustar el pH a 7.8.

14. — En el momento de usar calentar a 70° en bafio maria v enfriar brusca-
mente a 37° C. Hacer las siembras con cultivos preparados de antema-
no de CIL histolyticum.

B). — En comunicacion personal el Doctor Reymann nos indico el siguiente
medio :

“Aus unseren Aufsatzen werden Sie ersehen, dass wir fur die Versuche
einen Apparat mit Umruhren verwenden; in der taglichen Toxindarstellung
tun wir dies nicht, sondern verwenden 1 }4 Literkolben, die dann und wann
geschwenkt werden, weil dies bei der immer launischen Toxinbildung es erlaubt,
Jeden einzelnen Kolben auszutitrieren”.

“Fiir die Toxindarstellung mit B, histolyticus un B. Sordelli verwenden
Wir dasselbe Nahrmedium wie bei den anderen Anaeroben und zwar bei Histo-
Iyticus mit 0.5 % Glucose aber mit einer Bebriitungszeit auf 48 Stunden. In
beiden Fallen bei pH 7,5. Bei sammtlichen toxigenen Anaeroben wirkt ein
Zusatz von 5—10 % normalen Pferdeserun auf die Toxinbildung fordernd ein,

En trabajos posteriores con Walbum, aconseja Reymann (16) adicionar al
Medio arriba descripto, 1 % de peptona Riedel. Ajustar el pH a 8.0 antes de
dutoclavar, el cual después de autoclavado cae a pH 7.9.

Los medios de cultivos estériles, en balones de 1 litro, son conservados en
i heladera. Immediatamente antes de uso adicionar al medio, 20 a 30 gramos
e carbonato de calcio por litro ¥ la cantidad necesaria de glucosa (de una so-
lucion al 50 9%). El caldo es entonces hervido y su superficie recubierta con
Una capa de parafina liquida esteéril.

Stewart (13) usa caldo-infusion de carne con 1 9% de peptona Witte y

PH 76, distribuido en frascos de 2 litros. En el momento de sembrar calienta
Qurante dos horas a vapor fluente y enfria a 40° C.

Condiciones que favorecen la produccién de toxina.

L. — La agitacién suave.

2. — La adicién de cloruro de calcio que impide que el pH caiga por debajo
de 6. La toxina se conserva mejor a pH 66 pH 6,5.

3. — La adicién de higado, misculo fresco, carne cocida o suero de caballo,

3
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4. — ILa adicion de peptona, rica en grupos sulfidrilo.

Condiciones que atenuan la toxina.

. — La filtracion.

. — El tiempo de permanencia en la estufa (mis de 18 horas).

. — La falta del calentamiento previo del medio.

. — La accion directa de la luz solar sobre el medio, aun antes de sembrado-

. — La permanencia prolongada del medio de cultivo a la temperatura am
biente. Después de haber hecho la prueba de esterilidad debe ser €0%°
servada en el frigore.

6. — La acidez del medio o de la toxina. El pH debe estar a 6, 6 6,5.

4 W B e

Condiciones que no influyen.

La adicion de Permutito para retirar cualquier trazo de histamina pro¥e
niente del caldo higado. La adicién de cisteina.
El pH inicial del medio que puede estar entre 6,8 a 7,8.

Obtencion de la toxina,

La toxina del Cl. histolvticum pasa dificilmente a través de la vela filtra®”
te; esta la retiene en su mayor parte. Las velas Chamberiand retienen
toxinas que las velas Berkefeld.

El poder toxico de los filtrados es igual a um tercio o a una mitad del P"d:
toxico de la toxina original. La centrifugacién a alta velocidad por medio
centrifugadoras refrigeradas proporcionan toxina con elevada D M L y mu¥ P
cos gérmenes, Optimas para inmunizacion.

Accion de toxing,

Inoculada por via venosa la toxina histolitica produce accion letal agﬁ

Por via muscular produce accién necrdtica muy activa, disolucion del t€)
muscular, lisis de los nucleos y vaciamiento completo de las fibras G e
solo el sarcolema. La fibra muscular se llena de sangre coagulada. 12 %% ..
de la toxina no es especifica solamente para el musculo, degenerando
profundamente los organos.

4
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Sobre el aparato circidatorio se manifesta por una aceleracion de los movi-
mentos cardiacos y aumento de la presion arterial. El midsculo cardiaco sufre
intensa accion degenerativa cuando la toxina es inoculada por via venosa.

Las paredes vasculares se rompe debido a la accién histolizante de la to-
Xina y se prodiice hemorragias difusas, la sangre se mezcla al tejido muscu-
lar licuefacto.

Sobre la sangre. — El Cl. histolyticum no secteta hemosilina para los he-
maties del hombre, carnero vy cobayo.

Sobre el aparato respiratorio. — Produce taquipnea al comienzo e intensa
disnea en el periodo preagénico.

Sintomatologia.

Conforme ya habia sido verificado por el Medical Research Committee (8)

I3 accién de la toxina histolitica se asemeja a la accién del V. séptico en lo

Que se refiere al periodo de incubacion. En ambos el periodo de incubacion

Mo existe. Las lauchas inoculadas con dois altas de toxina caen como fulmi-

Madas muriendo instantineamente. Después de la inyeccién intramuscular, las

- laychas térmanse intensamente disneicas, ejecutan movimientos desordenados,

L patas anteriores quedan paralizadas, los misculos del cuello presentan con-

tSacturas violentas y espasmodicas, agitan la cabeza en todo sentido, procuran

| *rastrarse con auxilio de las patas posteriores sobreviniendo una fase de violen-

~ Qs convulsiones. El animal cae sobre un lado, ejecuta rapidisimos movimien-

§ !9 con los miembros posteriores. La respiracién se torna dificil y muy lenta.
| laucha cae en coma y muere respués de un tiempo mds o menos corto.

{

Necropsia.

La toxina histolitica reproduce in vitro como in wvive todos los fenomenos
servados con el cultivo. Si el animal es sacrificado poco tiempo después de
iI‘f'tllkuzla la toxina en el muisculo de la pata, se constata la existencia de un
- ®ema blando, depresible que invade una parte del abdomen. Al comienzo
Muestra la existencia de una masa hemorrigica en el tejido conjuntivo subcu-
E encontrindose codgulos enrojecidos. El tejido subcutineo y perimuscu-
. & es fuertemente alterado o en vias de digestion intensa. La lesion se pro-
:' h"ta por un edema suero-hemorragico que invade el tejido conjuntivo del abdo-
*' Si el animal muere al fin de un periodo mis o menos largo se constatan
™ edema disecante y una alteracion completa de la arquitectura de los elemen-
del tejido muscular. Las células todavia aisladas degeneran, las fibras mus-

5
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culares estin vacuolizadas y presentan al corte un aspecto fenestrado. LO%
musculos estin disociados y licuefactos, lo que se puede verificar externaments
oor la palpacién del miembro. Esta histolisis llega a todos los tejidos, desd®
la piel hasta el hueso. La epidermis es roja violisea. La lesién se abr®
espontineamente al fin de 12 a 16 horas dejando ver una papilla hemorrigic3
constituida por tejidos degenerados. El femur, la tibia y el peroné quedan
completamente desnudos.

Los ligamentos articulares son a veces alcanzados y el miembro se destac
espontineamente existiendo una auto-amputacién inflamatoria. Esta histolisis #¢
es putrida ni gaseosa. Si la histolisis llega a la pared abdominal y pento
encontraremos en la autopsia las 2sas intestinales haciendo hernia, exterio

El bazo se presenta hipertrofiado, friable y de un color rojo negruzco.

Las cipsulas suprarenales hemorrigicas. El higado congestionado ¥y 3%
mentado de volume. Los pulmones puedem estar normales o presentar signe
de edema y congestion. EIl musculo cardiaco tal como acentiia Robertson (10)
presenta profundas alteraciones degenerativas,

Determunacion de D M L.

Esta determinacion se hace en lauchas blancas de 17 a 20 gramos por v
venosa. ’

Preparacion de la toxing seca.

Se prepara de acuerdo a la técnica empleada para la preparacion de s &
xina seca del Cl. perfringens.

Determinacion de la D M L de la toxina seca.

Diluir la la toxina en solucién salina o caldo con pH 7.0 (con G’l-ld‘-': tite
los obtenidos son mayores debido a la accién protectora de la peptona) €
lar lauchas de 17 a 20 gramospor via venosa. Aprovechamos las toxinas 5"::
muy fuertes para toxina patrén; las toxinas mas débiles son aprovechadas P
inmunizacion.

II. — Preparacion del suero antihistolyticum.

El animal de eleccién es el caballo. El caballo es muy sensible 3 ‘;ﬁn‘#’“ |
de la toxina. La inoculacion de esta toxina provoca en los tres

6
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Meses de inmunizacion, edema y formacion de colecciones liquidas que llegan
2 tomar un gran volumen. La piel que recubre esta coleccion se adelgaza
tonsiderablemente y clinicamente podria concluir por la existencia de un abceso
Purulento con inminencia de romperse. Entre tanto esta coleccién no se rompe,
&l liquido se reabsorbe poco a poco acabando por desaparecer completamente
al fin de 8 a 10 dias.

Weinberg, Nativelle, y Prevot, (18) afirman que esta coleccion es una
oleccion hemorrigica provocada por la destruccién de algunos vasos v del tejido
Subcutineo producida por el fermento fibrinolitico. Durante la inmunizacién
los animales pueden presentar reacciones generales intensas. Las reacciones
- locales ce caracterizam en el punto de inoculacion por grandes abcesos que se
_ funden produciendo extensa ulceracién o cicatrizacién consecutiva. El pus es
emarillo rojizo, gomoso, encontrindose alli el CI. hisfolyticum en abundancia.

Immunizacién.

La inmunizacion se inicia con suero antigangrenoso (solo en la primera
_d°-'-i5) y anatoxina centrifugada, pasindose a anatoxina sola. Después de la
Moculacién de 300 c.c. de Anatoxina sola, se practica una sangria de prueba.

1 el suero pose e anitoxina en cantidad suficiente se pasa a toxina. Las
Yoxinas para inmunizacién podran ser secas o frescas conservadas sob toluol.

A los antigenos especificos asociamos ciertas substancias estimulantes tales
mo tapioca o cloruro de calcio o lanolina. A fin de producir un estimulo
Mayor asociamos a estos antigenos inespecificos cuerpos microbianos homélo-
895 tal como hicimos con los demis sueros. Algunos animales fueron inmuni-
"dos con anaculturas.

Preparacion de los cuerpos microbianos.

Opgmr asi:

L — Centrifugar las culturas,

* ~ Diluir el depésito de centrifugacion en 10 % de soluciéon salina fisiolo-
gica y en relacién al volumen centrifugado.

— Agregar formol al 4 por mil en proporcién a la cultura centrifugada.

— Agitar vigorosamente.

—- Dejar en la estufa por 4 dias a 37.° C,

* ~ Verificar esterilidad para aerobios y anaerobios,

=~ Lavar los cuerpos microbianos en agua fisiolégica dos veces seguida,
centrifugando cada vez y renovando el agua fisiologica.
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8. — Recoger el depésito en Placa de Petri con minimo posible de. liquido-
0. — Desecar al Vacio sulfurico.

10. — Pesar la cantidad total obtenida a fin de hacer las proporciones €nf®
la Toxina bruta y la cantidad de cuerpos microbianos obtenidos.

Importante. — El grado de dilucion tiene mucha importancia. Emulsion®s
poco voluminosas y muy densas provocan abcesos. Diluciones muy voluminos3®
prvocan largas placas de induracion en el punto de inoculacion y a veces grat
des abcesos que pueden interrumpir las inoculaciones siguientes. Es necesari?
pues usar volimenes medios, dosis de 50—100—150 c.c. que deben ser inoct”
- lados conforme al peso de los microbios a inyectar,

Esquema:

Preparacion de anaculturas.

Adicionar a la toxina bruta formol al 5 por mil y dejar en la estufa 3 I
temperatura de 37. C durante 15 dias. Puede dejarse 8 dias adici
formol al 10 por mil (Weinberg y Prevot),

Preparacion de la anatoxina.

Se prepara de acuerdo con la técnica de Weinberg y Prevot {19)- 5;
adiciona formol al 1,5 a 3 por mil y se deja en la estufa a 37° C durant€
a 8 dias.

no
Control. — La dosis de 3 a 5 cc. de esta Anatoxina asi I:IATI?I?@"‘“!"‘l

debe provocar reaccién inflamatoria en el cobayo (por via subcutinea).

11l. — Dosificacién del suero antihistolyticum.

La Comision Permanente de Standardizacién Biologica reunida €0 G?;
hague en Noviembro de 1932 decidié que la Antitoxina de la Gangrena 1
(histolyticum) debia ser preparada en lineas generales, de acuerdo ¢Of Ia per-
nica aconsejada para la preparacién de antitoxina de la gangrena gaseos ( oF
fringens). Fue propuesta y aceptada por el Comité Permanente d€
zacion Biolégica de la Liga de Naciones y por el National Institute of Gan
de Washington (1) un nuevo Patrén internacional para la antitoxind de {I-ﬂ
grena gaseosa (histolyticum) determinado por Walbun y Reymann (6):

y (13).

3
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Naturcleza del Palron.

I.a unidad antihistolitica internacional es definida como la actividad anti-
toxica especifica ejercida por 0.3575 mgs. de la preparacion seca y estable de
Suero antihistolitico,

Una unidad internacional corresponde a 1 unidad francesa y equivale a
3 unidades alemanas.

Preparacion del Patron.

Es preparado de suero natural separado do un caballo inmunizado contra
toxina de Gangrena Gaseosa (histolyticum) y conservado sin adicion de anti-
El suero para ser usado como Patron debe tener titulo elevado. Es distri-
buido por medio de aparatos especiales o de pipetas aforadas en ampollas en
& cantidad de 5 cc. Las ampollas son colocadas en desecadores conteniendo
- toruro de calcio y ligado al vacuo hasta que el contenido de las ampollas den
h apariencia de estar seco. Esto se observa al fin de 2 6 3 dias, siendo ne-
fesario durante este tiempo cambiar el cloruro de calcio contenido en el de-
Secador.,
Colécase las ampollas en otra serie de desecadores conteniendo anhidrido
Pentafosforico conservandolas aqui por 2 6 3 meses hasta completa desecacion.
- Una que otra vez son retiradas y pesadas. Cuando alcanzaren un peso cons-
- Rnte son lienadas con nitrégeno y cerradas, conservindose en la obscuridad v a
temperatura de 4.2 C.

Uso del Patrén.

De acuerdo con Therapeutique Substances Act (1925) el suero Patron debe
*r disuelto en solucién glicerinada (gicerina neutra 2 partes, solucién salina
olégica con pH 7.0 una parte).
El poder antitéxico en unidades de antitoxina de gangrena gaseosa (histo-
icum) es determinado por inyecciones en animales (lauchas) de una mix-
%3 de la antitoxina en prueba con la toxina de la gangrena gaseosa (histo-
'ln"‘?lnn) que fue standardizada en relacion de la Antitoxina patrén de gan-
Rrena gaseosa (histolyticum).

Animales usados,

Para la standardizacién de la Antitoxina de la Gangrena gaseosa (histolyti-
) puede usarse cobayos y lauchas blancas, siendo preferibles las lauchas

9

Sy,



474 Memorias do Instituto Butantan — Tomo XII

blancas, tal como recomienda el Comité Permanente de Standardizacion Biold-
gica de la Liga de las Naciones, por ser mas simples, ripido, economicO y
preciso. Son necesarias lauchas de la misma generacién y con peso uniforme de
17 a 20 gramos.

Toxina Patron para los dosages.

Para la dosificacion de la Antitoxina de la Gangrena gaseosa (histalf'f'
cum) es esencial tener una Toxina Patron de la gangrena gaseosa (histoly®"
cum) seca, estable y exactamente standardizada.

Determanacion de test-dosis de toxina Patron.

Definicion. — Test-dosis (L t) de toxina antihistolyticum es la cantidad
toxina que mixturada con 1 unidad de antitoxina Patrén mata un cie
de lauchas inoculadas, pero no todas (mas o menos el 50%).

Para la determinacién del test-dosis preparar las siguientes diluciones:

12 — 1 cc. de solucion de antitoxina Patron (histolyticum) es diluido
manera que 1 c.c. de la diluciéon contenga 5 unidades patron.

29 — Una cierta cantidad de toxina seca es rapida vy rigurosamente Puﬂ
y disuelta en solucion salina con pH 7.0. El volume debe ser 3)
de tal manera que 10 miligramos de toxina estén contenidos €8
de la dilucion.

Una vez determinada el test-dosis, las ampollas que contienen la toxi™
seca deben permanecer rigurosamente cerradas y al abrigo de la luz. ‘
dilucio®

Las mixturas de la dilucién de la Antitoxina Patrén y de Ia ia
de toxina son echas en un volume total de 0.5 cc. (cantidad a ser 1™ :
en cada laucha), la cual deberid contener 0.2 c.c. de Antitoxina diluida (1
dad), mds cantidades variables de la dilucion de Toxina,

for-
Las mixturas son dejadas a la temperatura ambiente durante 2 h':‘_f:: 12
méndose un ligero precipitado que debe ser removido por la centrifugaci®
solucién bien limpida es invectada en la vena de las lauchas (0.5 c.c.)

Los animales seran observados durante 3 dias.
El test-dosis contiene en general 30 D M L.

10
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Dosaje de antitoxing histolyticum de wvalor desconocido

(Ensayos previos).

Preparar las siguientes diluciones:

2) — Dilucién del suero en prueba.
b) — Preparar la dilucion de toxina Patron,

La toxina es rigurosamente pesada y disuelta en solucion salina, de manera
Que 1 L t esté contenido en 0.2 c.c.

Las mixturas de las diluciones del suero a dosar con el L t son hechas en
¥olume total de 0.5 c.c. en tubos especiales, los cuales deberin contener canti-
dades variables del suero a dosar diluido mas 0.2 cc. de test-dosis y mas la
Qntidad necessaria de solucién salina para completar el volumen total de 0.5 c.c.

La cantidad de solucion salina sobrante servira para lavar el tubo, des-
Pués de haber retirado la mixtura suero-toxina.

Las diluciones antes de inoculadas son dejedas a la temperatura ambiente
Qurante 1 hora.
La dosis total de 0.5 c.c. es inoculada intravenosamente en cuatro lauchus
de 17 a 20 gramos mantemdas a temperatura constante. Aconsejamos
- ®l uso de pipetas certificadas para hacer las diluciones. Para las inoculaciones
%erin usadas jeringas metilicas de 1 c.c. divididas en centécimos, empledndose
e jeringa para cada serie de diluciones,

Las lauchas inoculadas serin observadas durante 72 horas,

Testigos. — Cada dosage serd siempre acompafiado de su testigo. Sin
- Ste requisito los dosages no tendrin valor. Estos testigos serin inoculados
00 una mixtura de 1 unidad de suero antihistolyticum mds test-dosis (L t) y
Qntidades minimas de toxina superiores e inferiores a este test-dosis.

Los testigos sirven para indicar si la cantidad de toxina empleada como
| I'tl1.'=\si4|:la:» exacto o si hubo variacién en mds o en menos,

El porcentaje de animales sobreviventes indica la proteccion aproximada
“nferida por el suero en prueba,

Dosajes definitivos.

A fin de obtener dosages mas exactos seran hechos los dosages definitivos,

En estos casos, a técnica es la misma empleada en los ensayos previos, silo
=..I en estos casos el numero de animales de experiencia debe ser aumentado
106 12 para cada dosis de diluciones mas aproximadas,

11
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