615.37:616.245

PREPARACION DEL SUERO ANTIGANGRENOSO

V. Estandardizacion del suero antigangrenoso

PFOR
ARIOSTO BULLER SOUTO y JUAN B. RIVAROLA
Jefe de la Seccién de Anaecrobios del Institnie Jefe del Laberstoric de Servterapia de la
Butantan (Brasil) Zamidad Militar (Paraguay)

I. — Suero antiperfringens.

En el aio 1930 la Comision Permanente de Standardizacion Biologica de
la Organizacién de Higiene de la Sociedad de Naciones (10) teniendo en cuen-
h las recomendaciones de la Conferencia sobre Standardizacion de Francfort
{1933} estudio la posibilidad de un acuerdo internacional relativo a la adop-
- S6n de un patron para suero antigangrenoso (perfringens).

De acuerdo a los resultados alcanzados por los técnicos encargados de dar

| t'l"inir:':uﬂ sobre el Patrén internacional antigangreno:o (periringens) resolvié la

' ision (10) recomendar como Patrén y wunidad internacional, la preparacion

| p"ﬁ’ﬁn ¥ la Unidad adoptada en los Estados Unidos de América y encomendar

Y “Statens Serumistitut”, para funcionar como Laboratorio Central de la Or-

t"“ilan.:nn:avn de Higiene de la Sociedad de Naciones y asimismo conservar y dis-
ir esta preparacion Patrén internacional,

- =

De acusrdo con el método entonces propuesto:

- El suero antigangrenoso (perfringens) podia ser dosado con gran pre-

cision.
2 ~ El método de inyeccion intravenoso en lauchas, de la mixtura de toxina
v antitoxina es simple y practico, dando resultados concordantes v com-

N parables aplicado por investigadores diversos.
= Las preparaciones estables ¥ secas de suero antigangrenoso (perfringens)

pueden ser estabilizadas y tituladas en relacién al Patrén americano,
siendo posible preparar soluciones perfectamente patronizadas, proprias
para ser remitidas a los laboratorios ¥ ser usadas en dosages biologicos.

t
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La unidad internacional adoptada corresponde a 1/100 de Unidad ameri-
cana, anterior a las “Instrucciones Oficiales” del 10 de Diciembre de 1930
National Institute of Health.

Para relacionar, pues, unidades internacionales a unidades americanas &%
tiguas, se debe multiplicar los resultados por 100.

Procurando relacionar el valor terapéutico de suero perfringens a los titu-
los obtenidos en unidades internacionales, Weinberg, Davesne y Prevot (_13_)
pudieron concluir que el suero antiperfringens titulado 100 unidades -antitox*”
cas por c.c. protege los cobayos por lo menos contra 2 D M L de culturd dﬂ
Cl. perfringens, mismo en la dosis de 1/200 c.c. Sueros antiperfringens medi0®
deben dosar por lo tanto como minimo 100 unidades antitoxicas por c¢£. pard
tener valor terapéutico.

Prigge (11) por orden del Ministerio de Guerra del Reich realizo ex”
riencias en las cuales se basaron las “Vorschriften fiir die staatliche Prifuf®
der (Perfringens) Sera” de 1 de Mayo de 1937. (11). 3

Para poder ser usadas en" las dosificaciones las toxinas deben Ss€r ric®
en Z-toxinas, factor principal de la intoxicacion perfringica esencial y coP
porcentaje minimo de componente hemotoxico W o Alfa-toxina.

Seglin las instrucciones, s6lo son considerados dosando, los sueros qﬂ‘
protegen un numero de animales mayor 0 mis o menos igual a aquellos
males protegidos por el suero Patrén. Para esto es necessario trabajar i i
con lotes grandes de animales, teniendo en cuenta que las variaciones e IS
lacién individual es tan grande, que anilisis realizados al mismo tiempos &
el mismo suero y con las mismas dosis de toxina pueden no presental resd
tados 1dénticos, o

El factor reaccional individual sélo puede ser menospreciado cuand "
usan series grandes de animales. Aun asi, no siempre se puede ﬁP‘r‘“
sobrevivan 50 % o mueran 50 %. Si son usados seis animales, los ﬂﬂ
de sobrevivientes son bastante diferentes: 2/6, 4/6 6 hasta 1/6. Estos _h
deben ser tomados en cuenta cuando se organizan estadisticas muerie/

Las instrucciones del Ministerio de Guerra del Reich exigen para ’-']_ ¥
antiperfringens la tasa minima de 100 unidades internacionales de antitoxi®
po- c.C. de

Estas exigencias son provisorias, pues el titulo minimo tendra que gmrcdiﬂﬁ
vado en cuanto se torne posible la obtencion de sueros con titulos
mas altos, cl'ld‘*’

Weinberg y Guillaumie (19) verificaron que el método reco™ Hlo
por la Liga de las Naciones no daba una precision rigurosa; los titulos:
eran titulos aparentes y no titulos reales,

Los dosages mostraron la inexistencia de regularidad en las ¢
los titulos antitoxicos obtenidos, dosando varios sueros con varias toxind* °
dosando varios sueros con la misma toxina.

i de
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Estas variaciones fueron atribuidas en principio, a la constitucion de la
toxina, a la constitucion del suero especifico o0 a la reactividad del animal usado
Para la prueba. Alejado el tercero factor, mediante un criadero bien dispuesto
¥ perfectamente controlado, se admite generalmente que las variaciones del titulo
antitoxico son debidas, sobre todo, a la variabilidad de la constitucion de la toxina
¥ la calidad del suero. Los titulos reales de los sueros antitoxicos perfrin-
gens, deben ser obtenidos, con toxinas bastante purificadas, a fin de reducir
al minimo las influencias que ejercen sobre los resultados los constituyentes no

especificos del suero.
Estas variabilidades de los titulos antitéxicos, pueden ser tal vez atenuadas

€mpleando toxinas-tipo preparadas con nuestras de Cl. perfringéns aisladas por el
método de las células tnicas y cultivadas en medios sintéticos apropriados.

A fin de obtener titulos comparables, seria aconsejable que las titulaciones
de los sueros especificos fueran practicados con test-dosis de una toxina esta-
bilizada y remitida juntamente con la toxina Patrén por la Comision Perma-
Niente de Estandardizacion Biolégica de la Liga de las Naciones.

Con el fin de conseguir el valor real o valor terapéutico de un suero antiper-
fringens, recomiendan los autores arriba citados (20) que el suero Patrén sea
Preparado con un suero de titulo antitoxico muy elevado, o mejor aun, con
Una mixtura de sueros especificos de titulos los mas elevados posibles, o que
las mixturas utilizadas en las titulaciones sean ricas en cada uno de los anticuerpos
X0 y endotdxicos de Cl. perfringens, tipo A.

Otras veces los titulos bajos hallados para un determinado suero antiper-
fringens tipo A, cuando se usa una cierta toxina tipo A, no es real sino apa-
fente, porque la neutralizacion de la toxina por los anticuerpos del suero exa-
Minado es imposibilitado por constituyentes no especificos del suero o por cons-
tituyentes no especificos de la misma toxina. O cierto antigenos de la toxina
B0 son neutralizados por el suero o es que falta en el suero ciertos anticuer-
Pos capaces de neutralizar estos antigenos correspondientes o finalmente porque
los contiene en débil proporcion. Ademas el Cl. perfringens en medios cultu-
fales diferentes y con periodo de incubacion también diferentes, produce anti-
Renos toxicos en proporciones variables,

El valor del test-dosis de cada muestra de toxina varia con los sueros usa-
90s para las titulaciones; esta variacion es debida a la variabilidad de la consti-
Weidn de las toxinas y de los sueros.

La neutralizacion de la toxina de Cl perfringens tipo A por su suero
Ologo es un problema muy complejo y todavia se complica mds, cuando se
®0cara la neutralizacion de las varias toxinas de los diferentes tipos de Cl. per-
_'?QEH: por su holosuero homdlogo, pues estas variaciones pueden ser tam-
bign observadas cuando se determinan los titulos antitéxicos de sueros antiper-
fﬁﬂgms tipo C v tipo D por las toxinas homologas (22).
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El titulo antitoxico real de un suero deberia indicar su riqueza en anti-
cuerpos contra todas las toxinas de una especie microbiana, lo que se tornar®
posible, sélo cuando se consiga disociar o purificar todos los constituyents
especificos de la toxina periringens tipo A o de los sueros antiperfringens tipo
A. Los resultados de los dosabes seran perfectamente comparables
todos los laboratorios usen las mismas toxinas y las mismas unidades de Sﬂﬁ"’f
antiperfringens tipo A. Y se comprende que sea asi, admitiendo que una UP™
dad padron es en cierto modo una entidad localizada y definida y no un f'—"_’“"
meno abstracto; ella existe realmente y estd situada en el espacio, segin Opis2
Jensen (9).

El método de eleccién para determinar el valor de un suero antiperfringe™
es la determinacion de su titulo curativo. El suero Patron a.ntipcffriﬂ#ﬁ“’
actualmente es enviado por el Laboratorio Central de Statens Seruminstitut &
los laboratorios interesados. Seria ftil que cada pais tuviese un Laboratof®
Seroterapico Oficial como es el Instituto Seroteripico Butantan que Pud’ﬁc
distribuir substandards locales patronizados en relacion a los Patrones de la Liga
de las Naciones enviados por el Statens Seruminstitut. Estas substandards locales
seriam preparados con toxinas autéctonas y estas producidas por muestras ge
Cl. perfringens tipo A aisladas de casos locales de gangrena humana, los sueros
Patrones seriam de otra parte preparados con estas toxinas autoctonas. Tal ¥
las muestras de determinadas regiones puedan producir de esta manera {actore®
toxicos ausentes en muestras oriundas de outras regiones. Estos sueros PEI“":'”H
y toxinas enviadas como substandard tal vez contribuyan a la obtencion de me)
sucros, de resultados terapéuticos mas eficientes.

Il. — Estandardizaciéon del suero antioedematis maligni (vibrion 5@‘“‘“}'

La Comisién Permanente de Patronizacién Biolégica reunida en Lond™®
el 23 de Junio de 1931 recomendé que fuese estudiada la posibilidad de realiz
un acuerdo internacional para la adopcién de un Patrén para el suero ’ﬂ_u.
oedematis maligni (vibrion séptico), tomando por base los mismos pﬂ'““:i
seguidos- para el suero antiperfringens (13).

El National Institute for Medical Resarch de Londres dando cumplimici®’
a estas recomendaciones estabelecio, gracias a la cooperacién del Profesor w"m.
berg, un nuevo Patron. Teniendo en cuenta los trabajos del National Ins®
tute for Medical Research pudo la Comisién recomendar (14) “que la F':'!pr
racion desecada estable de suero antivibrion séptico establecido por Na
Institute for Medical Research de Londres con ayuda de los productos P"dﬂ”
a su disposicién por el Profesor Weinberg del Instituto Pasteur de Paris
adoptado como Patrén Internacional de este suero, y que una unidad i"tﬂ;
cional sea definida como la actividad antitéxica especifica ejercida por 0
mgs de esta preparacion Patron desecada.”

4
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Por sugestion del Profesor Martin fue especificado que una unidad neutra-
. liza yna cantidad co-respondiente a cerca de 24 D. M. L., para la laucha, de la
toxina usada en las experiencias de determinacion.

El suero antioedematis maligni (vibrion séptico) puede ser dosado de acuer-
do con la técnica propuesta por Hartley y White (7).

La unidad internacional propuesta ﬂquiva.lﬁ a la mitad de una unidad ame-
Ticana y a 2 unidades franceses, siendo 5 veces menor que la unidad soviética.

| unidad internacional es igual a 0.2 unidad soviética, igual a 0.5 unidad ame-
ricana e igual a 2 unidades francesas..

| unidad franiesa es igual a 0.5 unidad internacional e igual a 0.25 unidad
americana.

Esta nueva unidad fue aprobada por el National Institute of Health de
wﬂhingtnn (2) y adoptada oficialmente desde 1.° de Junio del afio 1935.

Para obtener resultados en unidades internacionales en los casos en que se
b ysado el patron americano antiguo, basta multiplicar los resultados por
2 Y si se ha usado el patron francés dividir los resultados por 2 a fin de
| %tener los dosages en unidades internacionales.

La unidad internacional antioedematis maligni es 5 veces menor que la
"Midad soviética (5).

Antes de los trabajos de Weinberg, Davesne y Prevot (18) se exigia que
"M suero antivibrién séptico debia tener como minimo 250 unidades francesas
Rra yso terapéutico, siendo actualmente exigido con este fin el dosage minimo.
% 125 unidades internacionales.

Weinberg y Guillaumie (22) demonstraron por otra parte que el suero anti-

*dematis maligni (vibrién séptico) podia ser dosado por el método interna-
S90nal con un error solamente de 10 a 20 %.

11l1. — Estandardizacion del suero antioedematiens.

La Comisién Permanente de Standardizacién Biologica resolvié en el aiio
1932 recomendar al “Statens Serum Institute” de Copenhague que hiciese

Patron estable de suero antioedematiens.

_Gracias al patrén propuesto per el “Statens Serum Institute” el poder anti-
hﬁ de un suero antioedematiens puede ser medido con toda la exactitud desea-
b, Ia comisién recomienda (15) “que la preparacion desecada estable de
:h"o antioedematiens del “Statens Serum Institute” de Copenhague sea adop-
iy como Patrén internacional v que una unidad internacional sea definida-

B 1y otividad antithxica especifica ejercida’ por 02681 mgs (de- ests pre-
hﬁﬁn desecada”,
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Por sugestion del Profesor Martin fue especificado que: una unidad neutr®
liza una cantidad correspondiente a cerca de 1400 D M L para la laucha de i
toxina en las experiencias determinacion.

El suero antioedematiens, puede ser dosado de acuerdo con la técnica P
puesta por Walbun y Reyman (16).

La unidad internacional proguesta equivale a 10 unidades francesas ¥ :
S0 unidad alemanas.

1 Unidad francesa es igual a 5 unidades alemanas e igual a 0.1 unidad ¥
ternacional,

La relacion entre una unidad internacional y 1 unidad soviética es de 1/35-

Esta nueva unidad fue aprobada por el National Institute of Health de

Washington (3) y adoptada oficialmente desde el 1 de Abril de 1936.

El Instituto Tarassévitch de control de sueros y vacunas de Moscou, llamd
la atencién en el sentido de que el método internacional de standardizacion
suero antioedematiens difiere esencialmente de los métodos usados pard ™
otros sueros. La diferencia no es solamente sobre el valor de la unidad 3%
téxica sino también sobre la via de inoculacién: la via venosa es susti
por la via muscular.

Experiencias hechas en el Instituto de Medicina Experimental de Lent®™
grado y en el Instituto de Microbiologia y Epidemiolgia de Moscou most
que los resultados obtenidos por el método intramuscular es mucho menos P
ciso de aquellos obtenidos por inyecciones endovenosas. A veces por el .mc'
todo intramuscular se constata 100 % de muertes y la otro dia con Ia W™
dosis no se ocasiona muerte alguna.

Glotova (5) cree que las dificultades encontradas para estabelecer € &
dosis (L t) de la toxina oedematiens es consecuencia de la via niulstt:'lﬂ""'_"iﬁ
zada. Los musculos del muslo de la laucha, son en efecto, tan M“‘“ﬁr
la cantidad de 0.1 c.c. tan insignificante, que puede acontecer que la "-'xtﬂ’,ﬂl-
dad de la aguja toque el hueso o penetrando hasta la aponeurosis, la i“)'er'a.ﬁa
no sea estrictamente intramuscular. La absorcién de toxina es por este
retardada y los resultados falsos, pues sabemos que las cantidades minimas ks
toxina 0. mg. 1, por ejemplo, puede modificar enteramente los rtsulmd"f 4ic
perimentales. Glotova (5) halla que el método intramuscular no €S P
y aconseja el método intravenoso.
con 1%
obtent

Para comparar los resultados obtenidos por el método soviético
hallados por el método internacional es necesario dividir los resultados

dos por 3,3.
r 1000 “ﬂM

Un suero antioedematiens para uso terapéutico, debe dosa
francesas o 100 unidades internacionales.

6
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1V. — Estandardizacion del suero antihistolyticum.

La Comisiéon Permanente de Patronizacion Biologica reunida en Copen-
hagye en Noviembre de 1932 decidio establecer un patrén de suero antihistolyti-
cum, basado en los mismos principios seguidos anteriormente para la prepara-
cion del suero antiperfringens. :

Existiendo dos unidades: una francesa preconizada por Weinberg y otra
alemana preconizada por Schmidt los dosages demostraron que 1 unidad fran-
Cesa equivalia a 3 unidades alemanas.

Por razones de orden practico fue recomendado por el *“Statens Serum
Institut” (17) que fuese adoptada como patrén internacional la unidad francesa.

1 unidad internacional es igual a 3 unidades alemanas e igual a 1 unidad
francesa.

La Comision recomienda (8) que la preparacion seca y estable de suero
antihistolitico del “Statens Serum Institut” de Copenhague sea adoptada como
Patron internacional y que como unidad internacional sea adoptada la unidad
antihistolitica de Weinberg. El equivalente de esta unidad internacional es la
actividad antitoxica especifica ejercida por 0.357 mgs de preparacion seca y
estable de suero antihistolitico del “Statens Serum Institut” de Copenhague.

El suero antihistolitico puede ser dosado de acuerdo con la técnica de
Walbum y Reymann,

Esta nueva unidad fue aprobada por el National Institue of Health de
Washington (4) y adoptada oficialmente desde el 1.° de Noviembre de 1936.

El método de dosage internacional del suero antihistolitico es anilogo al
Método soviético. No se diferencia sino en el valor de la unidad antitoxica:
1 cc. de suero patrén soviético (como todos los otros sueros patrones soviéti-
£0s) contiene 1 unidad antitéxico y no 5 unidades antitéxicas como en el patrén
Internacional. Asi 1 unidad antitoxica soviética es 5 veces mayor que 1 unidad
Mternacional. Para conocer pues el poder antitoxico de un suero soviético en
Unidades internacionales es necesario multiplicar su titulo por 5.

El método internacional da gran precisién en los dosages de sueros anti-
histoliticos. El test-dosis de las toxinas histoliticas puede ser avaluada con gran
Precisién sea con suero patron francés, sea con suero patron dinamarqués,
Weinberg y Guillaumie (22) determinando el titulo antitéxico de un suero
Antihistolitico usando test-dosis de diferentes toxinas histoliticas obtuvieron re-
Sultados que no diferian en mis de 15 %.

Un suero histolitico para uso terapéutico debe dosar 250 unidades francesas
Ue corresponden a 250 unidades internacionales.

Provisioriamente se puede admitir como minimo de dosage para los dife-
htes sueros antigangrenoso :
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100 unidades antitoxicas internacionales periringens por c.c.

125 unidades antitéxicas internacionales antioedematis maligni (vibron s€p-
tico) por c.c.

100 unidades antitoxicas internacionales antiodematiens por c.c.

250 unidades antitoxicas internacionales antihistolyticum por c.c.
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