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“Parg consegrar o acério e o 1:ealﬂlzcz-g:£fo dagqueles
dispositivos preciosos do nosse Regulewente, ndo hd
sendo apelar parva wm esforco de conjunto, afim de

. que todos os nosses labevatdérios, pelo menos mgueles
que tém sébre os ombros o péso dos encarges oftciuis,
se inscrevam na tavefe de proteger, amanhd, os inte-
résses da coletividade, empenhiando-se hwm entendimen-
to miltuo sébre o gue poderd conrstifiir, tdo solidamen-
te quanto ¢ ficwr provede, as buses de wma uniformi-
zagdo de téeniras™. ARLINDG DE ASSIS.

Ly

Esclarecimentos necessarios relativos & uniformizacfo de tée-
nicas oficiais para o conirdle e 3 interpretaciio da dosagem dos so-
ros antigangrenosos e antitetinicos, nos Institutos Estaduais de
Conirdle, constituem o motivo do presenie trabalho.

I — SORO ANTIGANGRENOSO

Diante de um caso de gangrena gasoss, existe sempre a incer-
teza quanto ao agente etiolégico responsével e, portanto, quanto a
anfitoxina especifica a ser smpregada.

Devido & complexidade da floras da gangrena gasosa, 0 $8ro
antigangrenoso dificilmente poderd conter t0dag as substincias pro-
tetoras especificas contra os agenfes infeetantes encontrados nas
infecches gangrenosas. E’ porém necessario que contenha os an-
ticorpos especificos contra os ‘germes mais frequentes, tais como:
o Clostridivm Welchii, o Clostridium septicum, o Clostridium Novyi
Clostiidium Sordellii, o Clostridium sporogenes e outros. O efeito
flora das gangrenas gasosas, agentes secundarios, tais como o

© Clostridiuwm sordellii, o Clostridium sporogenes e outros. O efeito
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coadjuvante que resulta da coexisténcia dessas espéeies microbianas
~em simbiose, explics, pelo sinergismo microbiano, a gravidade in-
sdlita que apresentsm certas infeccbes gangrenosas. Essa sinergia
de efeitos téxicos. tem grande importidncia, na evolugio de certos
tipos de gangrena gasosa. ‘

Dai a importante consequéneia terapéutica resultante da con-
corréncia dos antisoros especificos monovalentes antigangrenosos
no soro polivalente. A acfo reforcadora désses antisoros é do mais
alto interésse, tanto na profilaxia, como no tratamento das feridas
fortemenie confaminadas.

(s antisoros antigangrenosos monovalentes agem sinérgicamen-
te, reforeando-se reciprocamente no séro polivalente. A catfazia, a
paraespecificidade dos soros e a sinergia dos anticorpos, permitem
explicar essa acio coadjuvante dos soros gangrenosos monovalentes
nos soros polivalentes.

-

- Denomina-se calawic & ruptura de afividade da associagiio mi-
crobiana, isto €, do sinergismo microbiano, guando se neutraliza a
toxina do germe dominante da infeccfio pelo antisbro especifico,
permitindo ao organismo dominar oficazpzente 05 germes secunda-
rios de menor atividade no processo mérbido.

Na explicacio do mecanismo da aggo paraespecifica do sdro é
admitida a hipotese seguinte: os soros polivalentes exercem uma
dupla acdo — 1.° pelos anticorpos especificos de que sfo dotados;
2.% pelog anticorpos “normais™ ou “inespecificos™ presentes no séro
de grande nimero de espéeies animais. Esseg anticorpes “normais”
ou “inespecifices” s&0, em muitos casos, éficlentes para ajudar o
organismo a combater os germes secundirios de associacio. Além
disto, os anticorpos “nermais™ ou “inespecificos™ existentes nos so-
ros, reforcam de maneira consideravel, o efeito dos anticorpos es-
pecificos que entram na composicBo do s0ro polivalente. Torna-se
assim, o sdro polivalente, muito mais ativo, pela acdo sindrgica dés-
ses anticorpos “normais™ ou “inespecificos™,

L4 b &

Tendo em conta a malor frequéncia do Clostridium Welchil

-z

na fléra das gangrenas, éle & considerado como o agente principal
dessa infec¢io. Esta espécie é muito espalhada na natureza: fol
encontrada em 100% das amostras de terra examinadas em 1917,
em todas as frentes de batalha; fol encontrada em cérea de 99%

das fezes humanas & em 90% dos cascs de apendicite.
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A rigor nfo existe um Clostridium Welchii, porém um grupo
dessas bactérias. No grupo Welehdi, o tipo humano & designado
como tipo A, o tipo B é o Clostridium agni, o tipo C é o Clostridium
paludis e o tipo D é o Clostridium ovitozicus. Sdmente o tipo A,
por suag propriedades toxicolégicas e sorolGgicas oferece interdsse
na patologia humana.

O Clostridium Welchii tipo A produz uma exotoxina verdadei-
ra, termolabil, neuntralizada pels antitoxina especifica; produz tam-
bém, nog meios glicosadog, um veneno de aclo aguda, nfo especi-
fico,, capaz de maftar instanténeamente os camondongos inoculados
por via venosa. A toxina verdadeira possue diferentes fatores té-
xicos:

a) hemotéxicos: hemolisinas, hemoaglutininas, leucoagluti-
ninas; '

b} ndo hemotdxicos: neurotéxicos, miotéxicos, hepatéxicos,

A imunizacic de animais com a exotoxina Welchii tipo A, rica
de diferentes componente {éxicos, produz um sbro antiloxico espe-
cifico capaz de neutralizar &sses componentes toxicos nos seus efei-
tos hemolitico, necrosanie e na toxicidade geral.

Baseia-se o processo de dosagem do séro antitéxico na neutra-
lizacfio de alguns désses efeitos t6xicos. Fol verificada a possibi-
lidade de certos désses falores tdxicos ndo estarem presentes na
toxina que serviu para a producio da antitoxina especifica. E &
légico que, estando ausentes, ésses fatores foxicos, ndo produzirie
os fatores antitéxicos correspondentes. Assim, o8 soros que conte-
nham sodmente alguns fatores antitéxicos, jamais poderfio neutra-
lizar a totalidade dos fatores téxicos, tantce “in vitre” como “in
vivo™. E isto & possivel verificar experimentalmente. Com efei-
to, as dosagens feitas em animais, pelos mesmos métodos e com o
mesmog soros, mas nfo com as mesmas toxinas, podem fornecer
resultados discordantes, ultrapagsando grandémente os limites do
&rro. Porém, se forem sempre empregados nessas dosagens os
mesmos métodos e “toxinas equivalentes™, serfio obtidos resyitados
estatisticamente aceitiveis, tendo em conta o nimero de animais
empregados.

B’ possivel afagtar, em grande parte, as diferencas de resul-
tados chservadas, quando se realizam az medighes de antitoxinas
por meio de toxinas cujo conteudo de fatores tOxicos é equivalente.

O efeito téxico da toxina do Clesbridium Welchii foi primeira-
mente atribuido & toxina hemelitica “alfa” sendo, posteriormente,
ligado & toxina “beta”™ A toxina “beta” é presentemente aceita
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como sendo o fator prineipal da intoxicacfio perfringica, represen-
tando a toxina “alfa”™ um fator de importdnecia secundéria. Esses
diversos fTatores sfo produzidos desigualmente pelas diferentes
amostras de Clostridizn Welehii, variando grandemente a sua pro-
porcio nas diferentes toxinas, 0 que permite explicar as diferencas
dog resultados das dosagens de antifoxinas guando se empregam
toxinas nio equivalentes produzidag por amostras de Clostridium
Welchii, _

Nés consideramos comoe “toxinas equivalentes” as foxinas ri-
cas de “toxina beta” e, para as dosagens do sdro anti Welehii acon-
sethamos empregar s6 toxinas cujo conteudo de “alfa foxina™ —
proporcionalmente ao conteudo de “beta toxina™ — seja diminuto.
Somente com essas foxinas é permitido esperar determinacdes uni-
formes do poder neutralizante dos soros em relaciio & foxina “beta™.
Toxinas ricas de fator “alfa” produzem resultados duvidosos nas
dosagens nido dando titulos reais & sim titulos aparentes.

O teor de toxina “alfa” poderd ser dosado pela verificacfo do
conteudo de hemolisinas “in vitro™,

Aggim, sé deverfo ser empregadas, quer no preparo guer na
dosagem dos sorcs anti Welehd, toxinas sem oy com ar;ao hemoli-
tica mivito reduzida. _

Nio se pdde confirmar a hipdtese de que com o use de toxinas
oriundas de culturas de amostras “unicelulares” os resultados se-
riam miais exatos. '

Contudo, os resultados mais exatos ainda sdo obtidos quando
se emprega a mesma amostra de germe toxigénico e se utilizam
téenieas uniformes no preparc do meio de cultura e da toxina.

0 emprégo de meios de cultura de composiclo uniforme, per-
mite obter toxinas de composicio mais constante em relacio aos
seus diferentes fatores toxicos. _

Ao lado do séro anti Welehii, entram na composicdo do sdro
antigangrenoso polivalente varios outros sores monovalentes; assim,
o s0ro anti Clostridium septicum & ativo contra’a toxina e produtes
téxicos desse germe.

O Clostridium septicum produz uma exotoxina genuina gque
atua quase sem periode de incubacdo. Doses tixicas sublimiares
nada produzem no animal de experiéneia, ac passo que, doses ligei-
ramente superlimiares produzem 100% de mortes. Esses efeitos
téxicos da toxina Clostridium septicitm que seguem 3 leil do tudo ou
nada, foram bem verificados por Lautenschliger e por nos. '
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O Clostridiuam Novyi @ outro agente primério da gangrena ga-
gosa. Nos meios de cultura 8sse germe produz exotoxina apds 5
a 6 dias de incubacfio. A toxina do Clostridium Novyi. quando
inoculada on animal de laboratério, necessita certo periodo de la-
téncia antes de fazer aparecer os sintomas de intoxicacdo.

O Clostridium histolyticum & considerado, por certos autdres,
como agente secundéario da gangrena gasosa. A toxina do Clos-
tridium histolyticum produz no corpo humano e nos animais de
Izboratdrio as lesdes mais terriveis observadas na gangrena gasosa.
Para a toxina histolitica nfic existem barreiras. Transforma tudo
em um liquide sanguinolento.

No preparo do sbro antigangrenoso, reunem-se as diferentes
arfitoxings monovalentes para os diferentes germes da gangrena,
obtidas separadamente. Para essa reunifo de anfisorcs monova-
lentes, toma-ze por base a frequéneia relativa dos germes anaerd-
bios nas gangrenas gasosas. Assim, a antitoxina do Clostridium
Welehii que é cbservado em 60 a 80% dos casos, entra em malor
propofrcdo e, as antitoxinas do Clestridium Novyi, presente em 5§
a 35%, do Clostridium seplicum, em 15 a 30% e do Clostridium
histolyticum, em 2%, entram em quantidades proporcionalmente
deerescentes. )

 Este método de mistura das antituxinas monovalentes, para o
preparo do s36roe polivalente, ¢ um método simplista sujeito a criti-
cas. Notadamente gse considerarmos que nenhum trabalho foi feito
entre nés, para comprovar, nes casos de gangrena gasosa, da exa-
tiddo das frequéncias relativas dos diferentes agentes eticlégicos.

Passemos agora & questlo relacionada com a interpretacio dos
titulos de dosagens do sdro antxgangreno%

Um dos grandes problemas relativos & soroterapis antzgangre—
nosa & o titulo de gosagem dos soros do comércio, isto &, do seu
eonteudo real em antitoxina,

Na “Conferéneia Cirtrgica Inter-Aliada sdbre a Gangrena Ga-
sosa”, Wright j4 se admirava e, com justa raziio, que os cirurgides
empregassem soros antigangrencsos gobre os quais nio possuiam
gualquer indicacio guanio ao conteudo antitéxico. ]

Os trabalhos sdbre os sores antigangrenosos empregados na
guerra, vieram demonstrar que os mesmos eram absolutamente fra-
cos » que alguns soros alemfies ndo possuiam qualguer valor anti-
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toxico espeeifico. Prigge (1937) antes de ser iniciada a presente
guerra, por crdem do Ministério da Guerra da Alemanha, tendo em
conta as necessidades daquela nacic, controlou os estogues dos so-
ros antipangrenosos existentes no mercado alemfo e verificou que
varios désges soros examinados ndo continham antitoxina alpuma.

Daf a conclusfio de Prigge (1987) porqud, até agora, ndo foi
possive! julgar do justo valor profildtice e terapéutico do sbro an-
tigangrenocso,

Corm raras excecles, no Brasil os soros antigangrenosos em ge-
ral estio sofrendo controle deficiente de dosagem pelos laboratérios
comerciais, devido as dificuidades técnieas e 3 falta de téenieos es-
pecializados, :

. Varios laboratérios nacionais nos enviam consalias freguentes
s0bre a interpretaciio do resultado das.dosagens dos soros antigan-
grenogos. A 8ste respelte as publipagtes sfbre o prepars do séro
antigangrenoso sfo omissas. Nada consta nas “Vorschriften fiir
die Staatliche Priifung des Gasbrand (perfringens) Sera” — do
Ministério da Guerra da Alemanhs, de 1937. '

Prigge (1937}, em sua publicacio “Uber Wirksamkeit und
Antitoxingehalt des Gasbrandseruns™ nada esclurece a éste respei-
to. Na menografia que um de nés publicou com Rivarola “Pre-
paracion del suero antigangrencse”™ (Souto e Rivarola, 1938) nio
shordimes o assunto.

Bengtson (1931, 1934, 1936}, nos vérios padrfes oficiais dos
Estados Unidos, relativos aos soros antigangrenoses, nic se deteve
sdbre & questio. '

No estudo comparativo dos padrdes antigangrenosos soviéticos
e internacionais, Glotova (1937) é omissa a Bage respeito.

Jensen (1936), Hartley e White (1935), Walburn ¢ Reymann
(1935, 1938), Weinberg, Davesne e Prevoi (1932), Weinberg e
Guillaumie (1936, 1987) e os numeroscs “Rapport de ia Comission
Permanente de Standartisation Biologique™ (1931, 1935) ndo tra-
taram da interpretacfio do resullado das dosagens dos soros anti-
FANgYENnNsos. '

Estabelecendo as tdcnicas padrfes para dosagem do sbro an-
tigangrenoso, a “Comissfio Permanente dé Padronizacio Bioldgica
da Organizacio de Higiene da Liga das Nacdes”™ recomendoun sua
adocfio ofieial, _

Glotova (1937) criticou nessas técnicas as unidades e a via de
introducio adotadas para certos soros e Weinberg (1938) verificou

5
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que os titules antitéxicos obtidos em certos soros eram aparenies
e nio reais.

A interpretaciio dos titulos de dosagem dos soros antigangre-
nosos é, pois, uma das razfes da presente nota. Vamos definir
primeiramente a3 unidades, as test-dose e, depois, a interpretacio
dos resultados, ndo passaremos em revista a questdo da preparacio
¢ da dosagem do s8b6ro, porgud, em trabalho anterior, um de nés
(Souto e Rivarola, 1988), ji tratou longamente désse assunto.

A Comissfic de Padronizaciio Bioldgica assim especificou as
diferentes unidades:

-

a) para ¢ Clostridium Welchii, unidade antitéxica é 4 ativi-
dade antitéxica exsrcida por 0,322 mg. da antitoxina séca
e estavel, conservada no “National Institute of Health”
de Washington;

b) para o Closiridium sepficum, unidade antitéxica € a ativi-
dade antitéxica e especifica exercida por 0,2877 mg. da
antitoxina séea e estavel conservada no “Institute Pasteur”
de Paris; ‘

e) para o Clostridium Novyi, a unidade antitéxica é a ativi-
‘dade antit6xica exercida por 0,2681 mg. da antitoxina séca
e estavel, conservada no “Statens Serum Institute” de Co-
penhagen; _

d) para o Clostridium histolyticum, unidade antitéxica & a
atividade antitéxica exercida por 0,8575 me. da antitoxina
aBea e estivel, conservada no “Statens Serum Institute”
de Copenhagen.

Essas preparacles séeas e eslaveis ou padrdes (standards) sho
conservadas também em outros Institutos Oficiais de Contrdle.

As gquantidades especificadas nas definicBes represenfam a
unidade de anltitoxing,

Guantidades rigorosamente pesadas dessas preparacdes séeas e
estaveis, dissolvidas em mistura de duas partes de glicerina, du-
plamente distilada, e uma parte de salina a 0,85%, constituem os
zolutos padrbes. Esses solutos padres sio enviados periddicamen-
te pelos Institutos Oficiais de Conirdle aos laboratérios interessados
no preparo dos soros antigangrenosos. Os solutos padrdes, conser-
vados na obscuridade e & temperatura de 0 a 5°C., segundo verifi-
cimos, mantém-ge estdveis até 10 meses, nio devende ser usados,

porém, além do prazo prescrito pelo Instituto remetente.
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 Os soros antigangrenosos sdo titulados em unidades interna-

cionais, com a mesma exatidio que os demais soros padronizados.

Baseia-se o processo de dosagem em animal, na comparacéo do efei-

to de um soluto padrdo, e do sbro a ser examinado, em relacio a

test-dose da toxina. As defini¢es das test-doses de toxinas variam
de actirdo com as toxinas em consideracio. '

Vamos definir rapidamente as varias “test-deses™:

I e Clostridinm Weélchil (perfringens) — A test dose interna-
ecional (Li) de toxina Welehii ¢ a quantidade de toxina
Welchii que, misturada a 1/5 de unidade antitéxica inter-
nacional de antitoxina padrio anti-Welehii, provoca a mor-
te de alguns, porém nio de todos oz camondongos, de 17 a
20 grs., tnoculedos por via venosd,

A test dose francese — (Weinberg e Guillaumie (1938)), de
toxina Welchii é a quantidade de toxina Welchii que, misturada a
uma unidade antitéxica de antitoxina padrfo anti Welchii (de fa-
bricacio francesa), provoca a morte da metade dos eamondongos
inoculados.

Essas duas definiches diferem do gque se entende por umidoade
de toxing que é a quantidade correspondente a 20 D. M. L. de uma
dada toxina Welchii. Se o titulo antitéxico de um séro anti Welchii
for determinado com auxilio da unidade de antitoxina, 8ste tifulo
é geralmente, inferior ao gue se obtém quando se utiliza a fest dose
(Lt) de toxina, poig a test dose (Li) de toxina fem, em geral, um
valor inferior a 20 D. M. L.

Nio & aconselhavel adotar a unidade de foxina eomo base para
determinacdes porgué s mesma estd baseada na definicio da D.M.L.
A definicho da D.M.L. pode ser molivo de controvérsia. Se a
maioria dos aufores admitem como D.M.1.. a quantidade de toxi-
na gue mata cérea de 50% dos camondongos inoculados com o péso
variante entre 17 e 20 grs., outros, como Benzoni (1933) conside-
ram a D.M.L. como a menor quantidade de toxina que mata 100%
dos camondongos de 17 grs. de péso; assim estag divergéneias sio
suceptiveis de ocagionar diferencas muito acentuadas nes resulta-
dos finais,

1I — Clostridivm septicum (ocedematis — maligni) — A test dose
{(It) de toxina Clostridium seplicum é a guantidade de to-
xina gue, misturada a uma unidade antitéxica internaejonal
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de antitoxina padrio anti-Clostridium septicum, provoca a
morte de alguns, porém, de nem todos os camondengos de
17 a 20 grs., tnoculados por via venosaq.

IIT — Clostridium Novyi (oedematiens) -— Test-dose (Lt) de to-
xina Novyi é a quantidade de toxina Nowyi que, misturada
a dois centésimos de ynidade antitéxica internacional de an-
titoxina padriio anti-Clostridiuom Nowyi, provoea a morte de
alguns mas nfo de todos os camondongos de 17 a 20 grs,,
inoculados por via musculor.

WV —— Clostridium histolyticum - Test dose (It) de toxina Ahis-

tolyticuwm é a quantidade de toxina hisfolyticum que, mistu-

. rada a uma unidade antitéxica internacional de antitoxina

padrio, anti-Closiridizem histolyticum, provoea a morte de

alguns, mas ndo de todos oz eamondongos de 17 a 20 gra.,
tnoculados por Vi venose.

Pela prépria natureza dessag definicdes, verifica-se a necessi-
dade de serem sempre empregadas zéries grandes de animais reati-
vos. A sensibilidade dos animais & toxina gangrenosa influe gran-
demente nos resultados obtidos e varia, em certos pontos, da mesma
maneira que a sensibilidade dos animais reativos varias em relacdo
a toxina teténica, eonforme um de noés teve ocasifio de demonstrar
‘em colaboracdo com Von Ubish (1939).

O fator individual s6 podera ser menos presado, se forem em-
pregadas séries grandes de animais, capazes de assegurar resulta-
dos estatisticamente aceitdveis. Infelizmente isto & extremamente
difieil, dentro das possibilidades préticas. Assim, o uso de peque-
‘nas séries de animais, o finico aplicavel dentro das finalidades de
rotina, esta suisifo a erros.

N{;_m sempre & possivel esperar que sobrevivam B509% dos ani-
mais inoculados & que morram 50% nas séries animais; o nimero
de sobreviventes poders ser bastante variavel: assim, por exemplo,
gi empregamos séries de 6 animaiz poderemos ter: 2/6, 4/6, e até
1/6. Estas variacdes devem ser tomadas em consideraciio quando
se organizam os coeficientesy morte-sobrevida.

Sac considerados dosando bem os som}é que, comparados comi
o sdro padrio, protegem um ndmero maior de animais oy ¥tmero
aproximado Aqueles protegidos pelo sdbro padrfio. Hssa compara-
¢io é impossivel quando todos os animais testemunhas morrem ou
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]

guando todos og animais sobrevivem. E, pois, necessério USAY Th-
rias séries de testemunhas: sérieg inoculadas com quantidades de
toxinas exatamenie correspondentes & test-dose e ao sbro padrio e
séries com gquantidades minimas de toxina, superiores e inferiores
a test-dose empregada.

Passemos agora a interpretar os resuifados das dosagens ba-
seados nas definicdes deseritas acima.

Antitopine Welchil

1 em3 da antitoxina padrfic internacional contém 20 U. I.

Diluindo 1 ¢m8 da antifoxina padriio em 19 em3 de salina, ob-
tém-se uma solugho em que 1 em3 contém uma unidade, donde 0,2
em3 contém 175 de unidade. Assim, 0,2 ¢m3 da di}zzigé”o do sbro
a ser examinado, que protege aproximadamente 50% dos camon-
dongos inoculados, é equivalente a 1/6 de unidade do s6ro padréo.

Antitoring septicum

1 emd de antitoxinag padrie internaecional eontém 50 U, 1.

Diluindo 1 em8 da antitoxina padrio em 9 c¢m3 de salina, ob-
tém-ze uma diluicio em que 1 em3 contém & unidades, donde 0,2
em3 contém uma unidade. Assim, 0,2 cm8 da diluicko do séro & ser
examinado, que protege aproximadamente 50% dos camondongos
incenlados, sendo equivalente a 1 unidade padrio, 1 e¢m3 do séro
om prova equivale a 5 unidades.

Antioxing histolyticum

1 em8 da antitoxing padrie internacional contém 20 U, L

Diluindo 1 cm8 da antitoxina padrie em 3 cm3 de salina, ob-
tém-se uma solucho em que 1 cmd contém 5 unidades, donde 0,2
em? contém uma unidade. Assim, 0,2 em3 da dilnigdo do s6ro a
ser examinado, que protege aproximadamente 50% dos camondon-
gos inoculados, sendo equivalente a 1 unidade padrio, 1 em3 do
gbre em prova eguivale a 5 unidades.
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Antitoxing Novyl

1 em3 da antitoxina padrfo internacienal contém 20 U. I

Diluinde 1 em3 da antitoxina padrio em 99 em3 de salina,
obtém-se uma solucio em que 1 em3 contém 0,2 unidades. Assim
0.1 em3 da dilnigio do séro  a ser examinado, gue profege aproxi-
madamente 50% dos camondongos inoculados sendo equivalente a
0,02 unidade padrfo, 1 ¢m3 do s6ro em prova eguivale a 0,2 unidade
padrio, I cm3 do séro em prova equivale a 0,2 unidade e 5 ecm3
equivalem a ums unidade.

% o

Achamos Gtil adotar como base para uniformizacdo das téeni-
cas para o exame oficial dos soros antiganpgrenocsos, nos Institufos
oficiais, ag instruches que o Ministério da Guerra da Alemanha fez
expedir para o exame oficial do sdro antigangrenocse anti Welchii.
Essas instrucdes poderdo servir também como norma diretriz para
0 exame oficial dos demais soros antigangrenosos nos Institutos Es-
taduais de Confirdle ¢ de base para uyniformizaciio da téenicas.

ANEXO

Instrucdes pare 0 exame oficial dos soros gangrenosos
{ Welchil)

§ 1. (1) Os sorog conira a foxina do principal causador da
gangrena {(Cl welchil) ou que contém uwm compo-
ponente contra a toxina déste germe, deveriic ser
entregues, antes de postog noe mercado, ao exame
oficial,

{2) Oz soros gangrenogos {(Welchii) que contém um
compenente antitoxico ja oficialmente examinado,
serfo provados segundo as instrucdes a éste respei-
to. O exame serd completado pela mediclo do va-
lor indicada sob § 13.

§ 2. (1) Os sorcs ndo devem conter mais de 0,5% de fenol
ou 0,4% de tricresol. Todas as adices devem ser
feitas antes da entrega do produto aos fiscals
oficiais.

(2) O sbro deve conter no minimo 100 unidades de an-
titoxinag gangrenosa (Welchii) em 1 em?®.
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Entrege pare o exame oficial

§ 3. (1) A pedido do fabricante o fiscal oficial deve proce-
' der ao exame oficial dos soros.
{2) O fiscal recebe 0 s6ro a ser examinado em um re-
eipiente com ntimero de conbréle, dando wm recibo
e registrando a entrada em sey livro oficial,

§ 4, (1) Se o gbro é preparade de tal maneira, que as mes-
mas tmigturas sfo feitas em diversos recipientes, o
fiscal deve controlar o preparo das misturas, con-
vencendo-se de sua igualdade completa, afim de dar
a0 recipientes o mesmo nimero de contrdle. Neste
caso &le deve registrar no seu livro oficial osg ni- -
meros das operacdes de cada porclo e anotar a com-
posicdo das misturas feitas em sua presenca.

(2} Se uma quantidade maior de séro & distribuida em
virios recipientes, a distribuicdo também deve ser
feita na presenca do fiscal, afim de se dar o mesmo
nimere de contrdle as diversas poredes. Sobre esta
distribuicfio feita em sua presenca, o fiscal deve fa-
zer registros exatos em seu livro.

§ 5. (1) Para o exame oficial deve retirar-se de cada sdro
na presenca do fiseal:

a) 06 amostras de sempre 5 em¥®;
b) 4 amostras de sempre 10 em®;
¢) 4 amostras de sempre 5 em¥;
colocando-as em recipientes estereis.

(2) Quando o sbro for entregue em vérios recipientes
originais ao fiseal, deve retirar-se as amostras men-
cionadas sob a) e b) de cada recipienie, marcan-
do-as correspondentemente,  As amosiras mencio-
nadas sob ¢} devem confer uma mistura composia
de partes iguais do conteudo dos varios recipientes,

§ 8. Os frascos com as amosiras devem ser lacrados, antes
da entrega ao Institutc Estadual de Controle, em presenca do fiscal
e provides de uma etigueta, indicando o nome exato do sbro, niime-
ro de contrdle e, na conservaciio do estogue em diferéntes recipien-
tes originais, a indicacdo exata do recipiente de conservacio e o
dia de retirada das amostras.
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§ 7. O laboratéric onde foi feito o soro deve mandar acom-
panhar a remessa. por um cartic do modélo A, que deve conter in-
dicacOes exatas guantd ao teor de fenol e fricresol, esterilidade, o
comportamento na experiéncia anfmal e o teor de antitoxina do
abro,  Além disse, devem ser anotados os niimeroes e as espéeies dos
animais, dos quais foi tirado o séro, a quantidade, o conteudo e ag
marcas dos recipientes de conservacfio; o fiscal deve conferir o
cartio, passando o visto. Se se tratar de soros entregues ao fiscal
em varios recipientes originais, o Inmstituto Hstadual de Controle
exigird indicagles complementares quante a0 preparo ¢ composiclo
das misturas. :

§ 8. Depoig de retiradas as amostras of recipientes devem
' ger lacrados em presenca do fiscal e conservades em uma sala s6b
a responsabilidade déste.

Exame oficia]

& 9, O sbro deve ser claro, mostrando muito pouco sedimen-
to; séro com turvacfo nitida, permanente, ou com sedimento gran-
de néo pode ser admitido.

§ 10. Cada sbro deve ser examinado quanto ao seu teor de
albumina; éste nfio pode exceder 12%. A determinacio do teor de
albumina é feita segundo og métodos quimicos comuns.

§ 11. (1) Para o exame da esterilidade deve colocar-ze sem-

pre 4-& gotas de s6vo em:
~a) um tubo de Agar-peptona de carne;

b) um tubo de Agar-glicosado (camada alia) :
' ¢} um tubo de caldo de cultura;

d) um tube de caldo glicozado

ey um itubo de caldo de figado,

- misturando-se bem com o meio de cultura, O con-
tendo do primeiro tubo & colocado em placa.

(2) As culturas a), b), ¢), e d), devem ser observadas
durante 6 dias na estufa a 37°C. A cultura e)
deve ger incubada durante 10 dias sob isencdo de
oxigénio a 37°C. Se durante ésfe tempo se desen-
volverem germes no sbro, 8ste deve ser recuzado.

(3) Se no exame bactericlogico o conieudo de um dos
recipientes se mostijar contaminade, enguanto que
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ag amostras retiradag dos outros recipientes se .
mostram .estéreis, s6 nfo se deve admitir o reei-
piente do qual féra retirada a amostra contami-
nada. '

Para a verificacic do teor de substincias impe-
dienfes (antisépticas) inoculam-se subcutanea-
mente 0,5 ecm® do sbro em um camondongo, Se o
animal apresentar sintomas, dos guals se deduz
uma porcentagem elevada de fenol ou tricresol no
siro, ou conteudo elevado de substinelas thxicas,
nfo se deve admitir &ste sdro.

Para o exame da inocuidade inoculam-ge, além dis-
g0, por via subcutinea, 10 cm® de s6ro em cobaia.
QO animal ndo deve apresentar sintomas de infec-
cfo durante os 6 dias consecutivos.

Se o conteudo de um recipienie se mostrar nocivo,
deve recusar-se todo o séro.

Como padrdo para a medi¢io do valor serve um
sbro Standard de confeudo antitdxico exatamente
conhecido, conservando em poredes sécas e em fu-
bos de vacuo no Instituto Estadual de Controle.
Quantidades bem dosadas désse sbro stardard sfo
dissolvidas em uma mistura de duas partes de gli-
cerina duplamente distilada e uma parté de =olu-
cdo fisiolégica a 0,85% de maneira a se formar
uma solucdio méae, contendo 50 unidades antitéxicas
por 1 cm?.

Como toxina test serve uma toxina séca retirada
de culturas micromanipuladas de bacile gangreno-
g0 (Cl welehil) de atividade sempre igual, se-
cada em porgdes, dividida e colocada em tubos de
véeuo, Como toxinas test empregam-se toxinasg
sécag gue, na experiéncia do tubo de ensaio, nio
possuem nenhum ou muite pequeno efeitc hemoli-
tico contra as hematias de carmeiro.

Como dosé de exame emprega-se a dose L -+ BO
(0,2 de unidade aititéxica) <a toxina padrio, isto
&, uma dose de toxina que, apds mistura com 6,2
de unidade antitéxica, produz morte deniro de 48
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(4)

(5)

(6)

horas em mais ou menos metade dog animais de
experiéneia. Para sua delerminacfio misturam-se
guantidades gradativas da foxina padrio com 0,2
unidades antitdxicas no volume de 0,5 c¢m?, inje-
tando-se ap6s conservacio durante 1 hora em tem-
peratura ambiente, em camondonges brancos de
16-18 grs, de péso, por via intravenosa. O valor
médio determinado por experiéncias realizadas em
épocag diferentes do ano deve gser empregado como
test dose de exame.

Para realizacio do exame dissolvem-se porces do-
sadas da toxina test em uma gquantidade de solu-
cio tampdo isofdnica de cloreto-fosfato de sédio
(blutisotonische Kochsalz-Phosphat Pufferlésung),
medidas com pipetas padrio (pH = cérea de 7,8),
de maneira tal, que em 1 em® esteja contido o qué-
draplo da dose necessaria para o exame,

Do soluto mée do séro standard faz-se uma dilui-
cdo com soluto tampdo, usando pipetas padrio de
maneira que em 1 cm? esteja contida uma unidade
antitéxica. '

Da mesma forma faz-ge uma diluicdo do stro a ser
examinado, que corresponde aproximadamente 3
indicacfo do valor expresso pelo fabricante, deven-
do conter cada I cm®, 1 ynidade antitéxica.

Para a determinacio do valor misturam-se quan
tidades de 0,25 — 0,22 — 0,20 — 0,18 ¢ 0,16 cm?
da diluicio feita dos solutos mie do sdro standard,
correspondends a 0,25 — 0,22 — 0,20 — 0,18 &
0,16 unidades antitéxicas e guantidades iguais da
diluicio feita do sOro a ser examinado, sempre
contide no mesmo volume de liguido (0,25 cm¥),
com 0,25 cm? do soluto da toxina test. As diver-
sas misturas sdo injetadas, apds conservaciio du-
rante uma hora em temperatura ambiente, em eca-
mondongos brancos do péso de 16-18 gs. por via
intravenosa. Para o exame de cada mistara de-
vem ser usados sels camondongos. .

oo
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(8) Por conseguinte recebem:
Camondon- Diluicdo de sbro .
i Soluto de foxins
gos Série (VO 1:0,25 cm3})
1 2 3

1 Soro Standard 0,25 emd = 0,25 UA (1} 0,25 cm3 (Test - dose)

2 s i 0,22 em3 = 0,22 UA 0,25em3 7 "

3 " » 06,20 cm3 = 0,20 UA 0.25em3 " "

4 " 0,18 em3 = 0,18 UA 0,25 cm3 7 .

) 0,16 em3 = 0,16 UA 0,25 em3 7 "
B 8ore examinade 0,25 omd 0,25 em8 7 i

7 ” ? .22 cm3 0,25 em3 ” "

8 ™ " 0,20 em3d 6,25 cm3 7 ”
9 i 0,18 emi D25 em3 7 "
i0 ” ? 0,16 cm3 0,258 em3 " "

{9) O tempo de observacio dos animals é de dois dias.
Se durante &ste periodo o sdro examinado proteger
um nfimero malor, ou, mais ou menos o mesmo Nd-
mere de animais com vida gque o sgéro standard, &
aprovado com a indicacfo do valor dada pelo fa-
bricante. O sbro examinado que conservar menor
ntimero de animais com vida gue o sbro standard,
devers ser recusado,

§ 14. (1) Quando o sdbro é conservado em varios recipientes
originais, deve proceder-se ao exame indicado sob

§ 11 e 12 com amostras de cada recipiente.
(2) O exame descrito sob § 138 de um séro conservado

em diversos recipientes, é feito uma 36 vez com as
amostras indicadas sob § b5 ¢).

Diktribuicdo do séro

§15. O Instituto Estadual de Controle comunica o resultado
do exame oficial ao fabricante, enviando-lThe o boletim do modélo B.

{1y A = vnidade antitéxica.
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§ 16, (1) < f{fiscal oficial é responsavel para gque 08 S0rgs
gangrenosos (Welehii) oficialmente examinados
sejam postos no comércio com rétulo “aprovado
oficialmente”, desde que o exame tenha sido satis-
fatério.

(2) A retirada do sélo de chumbo dos recipientes ori-
ginais, o enchimento das empolas ¢ o lacramento
destas 36 podem ser feitos na presenca do fiscal e
segundo as determinacbes de suas indicacbes ofi-
eiais.

$ 17. Na etiqueta das empolas devem constar as seguintes in-
dicacdes: ' :
' a) local da fabricacdo (fabricante);

b)Y nome exato do soro;

¢) numero de contrble;

d) indicacio do valor;

e) o rétulo “aprovado oficialmente”, como também a indica-

céio do local e data do exame; 4
£y  até que data o sdro pode ser empregado (§ 20).

§ 18. O sbro gue & base do exame oficial fol verificado ndo
corresponder as exigénelas, ¢ develvide pelo fizeal ao fabricante,
registando-se o fato no livro oficial.

§ 19. O Instituto Estadual de Controle deve ordenar a reti-
rada imediata de um sdre, cujo reexame mostrou uma diminuicio
do teor antitéxice de maiz de 16% abaixo do valor indicade origi-
- nalmente ou, entdo, se uma oufra verificaclo qualquer coibe a apli- |
cacdo do sbdro. '

§ 20. Os soros examinados oficialmente sfo retirados em sé-
rie do mercado, por crdem do Instituto, depois de trés anos a con-
tar da data do exame, devide ao vencimento do tempo de garantia
certificada oficialmente.

& 21. Nas farméacias nio pode ser conservado ou vendido
8dro, cuja retirada do mercado ja tenha sido publicada.
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Ii — BOR0O ANTITETANICO

- B&o descritas aqui modificacbes da téenica de dosagem da to-
xina e do soro que, em nossas méocs, produziram resuitados satis-
fatérios,

O sbro antitetdnico é exclusivamente antitéxico. Por isso, é do-
sado com a toxina do Clostridium teteni, medindo-se a capacidade
neytralizante de proporcgbes varidveis do sére contra doses fixas de .
toxina. )

Para isso, deixa-se em contacto quantidade constante de toxina
com guantidades diferentes de uma diluicdo apropriada de sbro a
dosar, ‘incculande-se a mistura subcutaneamente, em camondongo
ou em cohaia, ap6s determinado periodo de contacto. ‘

Na execucho de uma dosagem de s6ro antitetdnico, requer-se:

a) towine padrdo. Esta pode ser fornecida pelo “National
Institute of Health”, ou ser preparada no prépric lebora-
tério; o

b) sdro padrdo. Fornecido pelo “National Institute of Health”,
e também por outras instituicées. Em tese, também pode
ser preparado no laboratério, :

As toxinag liguidas, obtidas por filtragfio de cultura de “Clos-
tridium tetani”, ndo sfo apropriadas para servir como toxina pa-
drio. Para serem utilizéveis, devem ser préviamente precipitadas,
e depois padronizadas. Um bom método de precipitacio é o descri-
to por Istrati e atribuido a Kirkseh. Consiste na saturacio do
ealdo toxico por sulfato de sédio e subsequente juncio de sulfato
de amodnio, até que o precipitado antes de formado, sobrenade fran-
camente. A vantagem do método é obter um precipitado menos-
“4cido que sobrenada mais facilmente e que, sendo mais compacto,

escorre melhor. O seguinte protocolo ilustra 6 processo:

Cultura em caldo de coracho peptonado, sob vaselina:

Volume do FHERAD ... iivuve e rrreniaeniiiinianaaas 5.800 em3
Sulfato de sddic, juntade lentamente, até saturar ...... appte. 1.800
Sulfatc de ambnic, até scbrenadar o precipitade ........ appie. 1.000

O precipitado colhido com escumadeira de tela estanhada é es-
corrido e colocado em placa de Petri de 15 cm?® Hsta é disposta
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num dissecador herméticamente fechado contendo cloreto de célcio,
onde ¢ feito vécuo de 600 mm.Hg., indo em seguida para i estufa
g 37°C., ai permanecendso 48 horas,

Estando o preparado perfeitamente séco, é passado para
um gral e moido, sendo, em seguida, peneirado em tamiz de seda,
tudo feito dentro de um aparelho protetor, envidragado. O pd ob-
tido em pesafiltros séco, é conservado no escuro, na geladeira, no
vicuo de um dissecador fechado, conterido cloreto de caleio.

A toxina padrio, fornecida pelo “National Institute of Health”,
é recebida sBea. As toxinas usadas em laboratério devem fer os
seus indices perfeitamente estabelecidos: importa fazer as seguintes

medices:

a) DLM (Dose letal winima) — Conveneionada como a me-
nor dose de toxina capaz de matar a cobaia de 350g.
em 96 horas, ou o camondongo de 20 g. em 6§ dias. )

b} L+ (Limes mortis) — A quantidade de toxina que, mis-
turada a 1 test-dose (TD) de séro antitetinico, provoea
a morte do animal de prova. Sendo a medicio praticada
em cobaia, o prazo de observacdo & de 96 horas; sendo pra-
ticada em camondongo, o praze & .de 8 dias.

Para determinar o DLM, procede-se da seguinte maneira:
2y Medidas preliminares:

Material necessiric: Tabos neutros;
Pipetas certificadas;
Baldes certificados;
Dedais on mamadeiras;
\ Beringas de precisdo;
Pesa-filtros;
Microespdtula.

Toda a vidraria deve ser rigorosamente desengordurada pela-
permanéncia em solucio sulfocrdmica, e convenientemente lavada
com agua distilada. Em seguida seri séea em estufa ou férno, com
excecdo do aparslhamento certificado, gque secard naturalmente.
Também as seringas devem estar perfeitamente sécas.

b) Técniea da dosagem:

Tratando-se de uma toxina de teor desconhecido é conveniente
fazer primeirc uma dosagem de largos limites, para, numa segunda
série, aproximar melhor os intervalos medidos. Pode-se prever
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para uma toxina séea um teor variando entre 560.000 e 5.000.000
DLM por centimetro cibico, de acdbrdo com a pureza do precipitado
obtido. Um primeiro “test” deverd abranger estas duas dosagens
extremas. Para Isso, devemos diluir inicialmente a toxina a
1/600. 060, da seguinte maneira; 4

Verificada s balanca, toma-se com uma pinga apropriada, um
. pesa filtros séco e coloca-se em um dos pratos. Tara-se em segui-
da. Retira-se depois da geladeira o dissecador eom a toxina e com
a microespatula colhe-se uma quantidade minima desta, colocan-
do-se no pesa filtros. Se a halanca for de tipo periédico, deve-se usar
de preferéncia, para a pesada, o pesa-filiros fechade. E’ aconse-
thavel urfia balanca de pesada rapida.

De gqualquer forma, nunca se deve pegar uma quantidade in-
ferior ao décuplo da sensibilidade da balanca, para manter a pe-
sada em nivel suficientemente baixo.

Sendo a toxina séea extremamente higroscépica, a pesada deve
ser a mais rapida pa:s;sivel, gem prejuizo da exatidio. Dai a gran-
de vantagem da balanca periddiea, de leitura imediata.

Terminada z pesada, e enguahto uym auxiliar se eneariega de
fazer o vicue no disseeador, e novamente resguarda-lo na geladeira,
entorna-se no pesa-filtros a quantidade de solucéio fisiolégica neces-
sdria para estabelecer uma soluciio de iitulo exato, por exemplo a
1/10.008. Desta forma, se & pesada fol de 2 mg., juntamos 20 em?
de salina.

Para completar a dissolucio a 1/500 adiciona-se 1 em3 desta
soluco priméria em um balfo tarado de B0 cm3, e completa-se o
volume com solucdo fisioldgica,

Partindo-se desta solucfio mie a I,/500.000, as rediluicdes so-
guintes se fazem da maneira seguinte:

Solugio mie  Sol fisicldgiea  Dilmicdo obtida - N.© de DML por emé.
1 ce. — 1/500.000 500.000
0,5 ce. 0.5 ce. 1/1.600.000 1.090.090
0,2 ce, 0,8 ce. 1/2.500.000 _ 2.500.009
6,1 ecc. 0,9 ce. 1/5.000.000 5.000.000

Us cuidades essenciais a serem tomados na execucdo das di-
luigbes sfio: rapidez e precisfio nas medidag e menor exposiciio pos-
sivel & luz e ao oxigénio, A mistura deve ser feita por agitacio
delicads, com movimentos eirculares largos, cadenciados, ou enrcla-

mento entre as mios, nunca por choques bruscos e antagdnicos,
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evitando o mais possivel a formacio de espuma.  Uma boa técnica,
que evita completamente a2 necessidade de agifaclo, é fagzer as di-
luicBes finais em dedais ou mamadeiras e no volume requerido para
& inoculacdo,

Prontas as diluiches, cada uma delas é recolhida numa seringa
e incculada imediatamente nos animais de prova. Para cada di-
luicdo deve-se usar uma seringa marcada, para evitar confusBes.

Para a prova podem ser usadas cobaias ou camondongos.

a) Cobaias: Devem ser usados animais de 350 g. de péso,
indicando uma idade aproximada de 5 meses. ‘

Os resuliados constantes e rigorosamente interpretaveis sé po-
dem ser obtidos com animais de uma mesma familia, ou animais
geneticamente “puros™, a nfo ger que se possa lancar mio de séries
extensas (Souto e Ubiseh, 1939). De gualquer forma & boa praxe
fomar dois animais para cada diluigio. ‘

A inoculacio se faz de ordindrio, no volume de 1 cm3 subeuta-
neamente. A regifio preferida é a abdominal, mas hi vantagens
evidentes na escotha da face interna da coxa (Sordelli, com, verbal).
_Os animais ineculados ficardo isolados devendo ser o menos pertur-
bados possivel. (Observaces didrias precisam entretanto ser feitas,
anctando-se o progresso dos sintomas, . Estes podem, por exemplo,
ser assim simboelizados, gquando se trata de inoculacfio na coxa:

¢ - contratura completa do membro inoeulado;
I ¢ — contratura inecompleta do membro inocculado;
ce - contratura completa dos membres posteriores;
cee — envolvimento de todos os membros. SBinals gerais;
. m., — agonia;
4 e moTiE,

A cobaia é observada até o 5.° dia, s6 tendo valor g morte den-
tro dos 4 primeiros dias; a morte no 5.° dia podera dar indicacio
remota para as dosagens mais aproximadas.

b) Coemondongos: - Camondongos também podem ser utiliza-
dos e empregam-se animais de 20 g., cuja idade estari entre 45-50
dias, Tomam-se 3 ou 4 camondongos para cada diluicke. E eon-
veniente que se usem animais de uma mesma familia,

A sensibilidade do camondongo é admifida como sendo apenas
a metade da cobaia, o que indicaria uma dose aproximadamenie 9
vézes menor, considerada a diferenca em péso. Na verdade temos
observade gue, para malar o camondongo em 6 dias, requer-se uma
quantidade de toxina apenas 4 vézes menor gue a necesgaria para
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matar a cobaia em 4 dias, de forma que, para obter resultados com-
pardveis, esta é 2 dose a empregar.

Injefam-se portanto, 0,25 cm3 sob a pele da raiz da cauda e,
tomando as mesmas precaucdes que 1o c¢aso das cobalas, prolon.
ga-se a observacio por mais dois dias. " A dosagem final podera,
dessa forma, ser sempre referida a cobaias. S
" Os resultados desta primeira dosagem de tateamento, vio in-
dicar o esquema a seguir na determinacfio mais aproximada, tor-
nando-se t&0 exata quanto possivel,

Na suposicio das cobalas inoculadas com a diluicio de 1/100.000
terem morrido em 60 horas e de terem sobrevivido as que recebe-
ram a diluiclio de 1/2.500.000, procederemos a nova dosagem, ten-
do como limite estas duas doses.

Partindo de uma solucio mée de 1/1.000.000 obtida seguindo
08 mesmos passos ja citados, é estabelecida a seguinte tabela de
rediluicdo: A

8Solucdo mie Sol. fisiolopica Diluicdo obiida N.2 de DLM contidos

. em 1 ¢m3
1 em3 - 1/1.000.000 1.0006.000
1 ems 0,2 em3 1/1.200.000 1.200.000
1 em3 0,5 em3 " 1/1.500.000 1.500.000
1 em3 0% em3 1/1.800.000 1.800.000
1 em3 1 em3 1/2.000.000 - 2.000.000
1

em3 1,5 em3 1/2.5060.000 2.500.000

Diluighes mais aproximadas sfo desnecessérias, sendo perfei-
tamente satisfatéria uma precisdo de 209, Os demais passos téce-
niecos s8o idénticos. E’ claro que ag guantidades inoculadas perma-
necem constantes, 1 ecm3 para ecobaia e 0,25 em3 para camondongo.

Determinada a DLM, resta estabelecer o L+ da toxina.

O L+ de uma toxina é a quantidade de foxina que, depois de
estar em contacto com 1 T.D. de s6ro padrio durante um perfodo
certo, é capaz de provocar a morte da cobaia inoculada em 96 horas.

Segundo a mediciio internacional, ainda relativamente pouco

usada no Brasil, a test-dose de sbéro padriio internacional é a quinta
parte de uma unidade antitéxica padrfo, o que faz da unidade in-
ternacionszl exatamente a metade da unidade americana.
) Os soros utilizados para determinar 1 L4 das foxinas sdo soros
estandartizados obtidos no “National Institute of Health de Was-
hington”, ou no “Statens Serun Institute de Copenhagen”, ¢ em
alguns oufros Institutos Oficiais europeus.
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E’ possivel preparar sbro padr&o no laboraiério, desde que se
tenha um outro sdro padrfic para comparar, ou a toxina padroni-
zada; mas é de bomn aviso manter sempre um padrio estranho, seja
gle toxina ou sdro, pois esta preeauclo impede erros sistemditicos
acumulados. , . ,

O sbro padrio americano é enviado sob 2 forma de solucdo
glicerinada de antifoxina, contende 50 TD por centimetro cibico,
ot 5 unidades americanas (10 internacionais}. _

O material necessério para a determinacfio do limite de morte,
I, é 0 mesmo exigido para o da DLM. Os cuidados também séo
08 Mesmos. :

Ainda como naquele ease, é econdmico fager primeiro uma de-
terminaciio larga e, em seguida, guiade por: seus resultados, umsa
segunda prova, mals aproximada.

Deve-se esperar que o L-- de uma toxina sdca contenha enive
300 e 800 DLM, dependendo de seu teor em toxdide.

Na determinaco do limite de merte, L+, a dosagem baixa
fornece. um bhom exemplo; neste esquema de dosagem; fol emprega-
da uma toxina com DILM de 0.0600.001 (gama):

Foxina diluida Teor toxice N.OdeDLM  séro dilui- Soluglc fi-

s 1/1.000 em 1 emd do a 1/59 siolégica
0,21 emS3 218 g, 210 1 em3 0.79 cm3
0,256 em3 250 7 250 1 em3 0,75 em3
0,3 em3 300 7 300 1 em3 | 0,7 cmi
0,36 emi 380 7 380 1 cm8 0,64 em3
0,43 om3 430 " ° 430 1 em3 0,57 em3
0,52 cm3 2o~ B20 1 emi 0,48 em3
0,62 cm3 620 7 6240 1 emd 0,38 em3
© 0,96 em3 760 "7 C T80 1 em3 0,24 cm8

A sequéncia do preparo destas misturas deve ser a seguinte:

a} Preparar as madeiras e seringas: & de bom aviso Iutar as
juncdes das agulhas com as seringas, afim de evitar qualquer per-
da de liquide na inceulaglio {(a mistura céra-bren, comumente ysada
nos laboratérios para a lutagem de laminas, presta-se a &ste mis-
ter). Coloca-se uma gota de mistura fundida entre a juncdo da
agulha e seringa, bem sécas; a mistura se insinua na fissura, po-
dendo depois ser retirado o excesso. '

b) Adicionar as diferentes quantidades de solugbes nas ma-
madeiras, ‘
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¢) Adicionar num twbo neutro, perfeitamenie limpo e séco,
4 em3, 9 de soluefio fisiolégica; com pipeta de 0,1 em3, juntar
a &ste um décimo de centimeiro clbico de goluco padrio. Agitar
suavemente evitando a formacfio de espuma. Desta forma, ob-
tém-se uma solugdo de antitoxinas eontendo 1 TD por em3. Com
nova pipeta, distribuir a soluclio de antitoxina nas mamadeiras,
1 em3 em cada. '

d) Pesar uma quantidade de toxina suficiente (no caso, apro--
ximadamente 4mg) e dissolvé-la no volume de solucho fisiolégica
necessério para obier imediatamente a diluicfio requerida (no caso,
1 cm3 para cada mg. pesado}. Distribuir as diferentes quantida»
des da soiagao téxica e agitar brandamente).

e) Passar imediatamente cada mistura para uma seringa de
2 em3. Deixar ag seringas ao abrigo da luz, na temperatura am-
biente, durante 80 minutos,

1) Inocular cada mistura, subcutdneamente, na face interna
da coxa de uma cobaia.

Na téenica empregada pelos laboratdrios americanos, usa-se fa-
zer as diluicbes de modo a obter um volume final de 4 cm3.

B’ de se esperar que algumas das cobaias inoculadas morram
de tétano, em periodos mais ou menos aproximados das 96 horas;
estas indicarfio o centro da gravidade para a determinacio mais
aproximada. '

Suponhamos gue 360 gama representam 2 dose de toxina mais
préxima da dose gue produziu a morte em 896 horas; nesfas con-
digies, far-se-4 entdio uma dosagem mais precisa, escalonando me-
. nos espacadamente as quantidades de toxina tomando como limites
as doses anterior (300 gama) e posterior (420 gama). O espaca-
mento pode ser de 20 a 30 DLM (representande por 20-30 gama),
com o que j& se oblera uma precisfio suficiente. Desta forma, es-
tabeleceremos um novo protocolo de inoculacfes, semelhante ao pri-
meiro, mag com ag seguintes doses toxicas: 300-330-360-890-420-450
Tama.

Todos os demais passos s@o idénticos, ndo devendo ficar esque-
cido, porém, que aqui se torna taxativo usar duas cobaiag para cada
mistura, gue portante deve ser preparada em dbbro.

B elaro gue, havendo Interésse em determinar o L°, uma se-
gunda sdérie se impde, centralizada pela maior dose ainda inefi-
ciente; admitindo-se no case figurado 250 gama como tal, seria ne-
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-ceskério prolongar a série, acrescentando as doses 270 e 240 gamas,
com o que, numa série dnica, ficariam determinados ao mesmo tem-
po o L2 e o L. ‘ _ _

A observacio das cobaias deve durar 96 horas. Leituras pos-
‘teriores sfo infiteis. ‘

Camondongos também podem ser utilizados nesta determina.
¢io.  Ag diferencas fundamentais introduzidas pele uso dog camon-

“.dongos sfo:

a) Compreszdo do volume da mistura em 1 em8. Isto se con-
-segue dobrando as concentracbes de toxina e de antitoxina nas so-
lucdes respectivas (inclusive a antitoxina padrdo) e tomando para
mistura apenas a. metade do volume.

b} Inoculacio da quarta parte da mistora total, isto §é
0,25 em3, '

¢) Observacio por 6 dias, em lugar de 96 horas.

Da posse de uma boa toxina séca, rigorosamente estandartiza-
.da e frequentemente reverificada, e de um sbro padrdo, é possivel
.dosar, com seguranea, qualguer soro de va}or desconhecido,

Cabe aqui, ainda, ficar em guarda contra o uso, como padrio,
de toxinas de preparo muito recente. As caracteristicas destas fo-
xinas se modificam, a prinecipio, muito rapidamente, no sentido de
uma diminuicio da poténcia e uma elevacio do L. 36 quando
reverificacBes sucesgivas indicarem, pela identidade de seus resulta-
.dos, uma como que fixacdo dos caracteres da toxina, ¢ que esta
- poders ser utilizada nas dosagens,

DOSAGEM DO 80RO ANTITETANICO

A poténelia do sbro antitetinico é expressa em ynidades por em3.

Nao existe ainda um acdrdo geral em se adotar um fnico con-
-eeito de unidade para os soros antiteldinicos, qualquer que seja o
pais ou laboratdric de origem.

A unidade escolhida pels Comissfo Permanente de Padroniza-
ciio Bioldgica da Organizaciio de Higiene da Sociedade das Nacdes,
‘representa o quintuplo da “test-dose”, ou da quantidade de antito-
xina necessaria para, quando misturada a test-dose de toxina
(L+), proteger da morte por 96 horas a cobaia inoculada.

A unidade mais geralmente adotada no Brasil & a americana,
-que representa precisamento o d6bre da unidade internacional.
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Desta forma, a transformacio da medida americana em infernacio-

nal, ou vice-versa, é extremamente simples,

-A técnica empregada nos EE. UU. e também aqui, ji descrita
por Rosenau e Anderson (1908}, na qual se compara o séro de va-
lor desconhecido e o séro padric em duas séries simuitdneas, em
relacdo 4 mesma dose de foxina.

A téenica de dosagem ndo difere essencialmente da que rege
a determinacio do L° e L4-. Apenas, aqui a dose toxiea é inva-
ridvel, variando a dose da antitoxina de valor ignorado.

Também no caso atual é vantajoso, pelas economia de trabalho
e de animais de prova, fazer a verificaciio em dols tempos, com-
portando inicialmente um tateamento largo e em seguida uma de-
terminacio mais aproximada.

Exemplo: Tratando-se de um sdvo nativo, nic purificado, po-
o dem-se tomar como limites extremos da primeira
verificacio as medidas de 100 U.A.. e 1.000 U.A.
Tratando-se de um sdro purificado, ficaremos entre

0s limites de 500 e 5.000 U A,

E' claro que, se na primeira determinacfio ultrapassarmos o
limite de dosagem previsto, nova prova se faz necessiria antes de
atingir-se a dosagem final.

Para soros n#o terapéuticos, de carafer experimental e dosan-
do muito baixo, outras técnieas se tornam necessarias, N&o serdo
cuidadas aqui '

Tomando pols, como exemplo, um sdre native desconhecido,
deveriamos tracar ¢ seguinte esquema para a verificacfio prévia:

100 U, — 200 U. — 400 U, — 800 U. — 1.600 U.

Devendo o volume estar comprimido em 2 em3 e ficando I em8
reservadeo & solugio de tfoxina, é necessirio gue a maior dose de
s6ro (equivalente a . 100 Unidades) ndo ultrapasse ests medida.
Porizso, devemos fazer & diluicio inicial do sbro desconhecido de
modo a obter a equivaléneia de 100 U. em 1 em3. Sabendo-se gue
100 U. representam 1.000 TD, é evidente que a diluicdo inicial se
fard a 1/1.000. As outras equivaléncias se obterfio tomando partes
aliguotas desta diluicio inicial & completando o volume com soluco
fisiolégica.. Desta formsa teremos:
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sdro a 1/1.600 Solucgéio fi- Toxina diluida sbro padrio Dosagem

7 siclégica (1 em3 contém IL4-) a 1/50 provada

1 el — 1 em3 — 100 U,

9,5 cm3 .5 emd 1 em3 - 200 U.

0,25 em3 0,756 em3 1 em3 —_— 400 U.

8,12 em3 0,88 ¢m3 1 em3 — 800 U,

0,06 em? 0,94 emd 1 em3 — 1667 U.
—— — i em3 1 cm3 —

Para simplificar as medictes deve-se evitar trabathar com mais
de duas casas decimais. Qualquer conjunto de equivaléncia pode
ser estabelecido conforme for mals conveniente para o caso confron-
tado. O caleulo das quaniidades a medir se obtém de um modo
assas singelo, dividindo-se o nimero de unidades equivalentes & di-
Iui¢fo inicial de 1 por mil, correspondendo.a 100 unidades, teremog
a gquantidade correspondente a 125 U., dividindo por 125. Reci-
procamente, se quisermos obter o nimero de unidades de um volu-
me gualguer da diluicdo inicial, dividiremos o ndmero de unidades
nesta contidos pelo volume eonsiderado. Assim, no easo vertente,
0,6 cmd equivalem a 1060/0,6 od 167 unidades.

A marcha do método de dosagem em nada difere do ji des-
" erito para a determinacio do L+-. Depois de 30 minutos no am-

v

biente, cada mistura é inoculada sob a pele da coxa da cobaia.

Considerando o grande espacamento entre os feores verificados
é muito provavel que os animais que receberam uma dada mistura
apresentem sintomas de tétano e os que foram incculadeos com a
dose imediata, subseguenie, morrem com grande rapidez. Estas
duss misturas determinarfo os limites da nova determinacio final;
admitamos, para exemplificar, que foram-se representando respec-
tivamente 400 e 300 unidades. O nove esquema devers guardar
uma diferenca méxima de 207% entre uma dose de sbro e outra,
sendo a 6tima 10%. Independente da precisfio desejada, a diluicfio
inicial de sfro deve eguivaler a 400 unidades, pelo que &le deve ser
diluido 4.000 vézes. O 1.2 tubo da zérie receberd 1 cm3 desta di-
luicdo (400 1) e o ditimo 0,5 cm3 (800 U.). Os tubos interca-
Iados serfo 3 até 6, dependendo da precisice desejada; ao lade da
série com o s0ro desconhecido, far-se-4 uma outra com o padrio,
para permitir a comparacio final.

Né&o esquecer que tédas as misturas devem ser feitas em d6-
bro, para permitir a inceulacdo em 2 animais. O esquema de do-
sagem poderia ficar assim corstituido:
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Soro desconhe- Unidades Sel, fisio- Toexina padrio Soro padrio
cido a 1/4.000 dosadas logica diluida de modo a 1/5G
a lemd = L4

2 em3 406 e | 2 em3 -
1,7 em3 470 ¢3 cm3 2 em3 —
1,44 om3 ‘bbb - 0,568 em3 2 em3 —
12 cmd 667 0,8 em3d 2 cm3 _

B § emil . 860 1 ems 2 em3 1,8 em3

— e 6,1 cm3 2 cmd 1,9 em3

o - — 2 ¢m3 2 em3

- — e % emd 2,1 em3

e - — Z o 2,2 em3

A razfo da inclusfce de uma segunda série com a antitoxina
padrido reside na peguena probabilidade de se obter a morte de
qualquer dos grupos de prova, exatamente em 96 horas e ainda na
prevencio de uma sempre possivel imprecisfo téenica, levando ao
nio balanceamento perfeifo das duas TD estimadas para toxina e
goro padrio. Assim procedendo, peguenos desvies podem ser fa-
cilmente corrigidos.

No easo ideal, obferemos na série conhecida, a morte das co-
baias que receberam a mistura 1 cmB-sbro padrio mais 1 em3-to-
xina exatamente em 96 horas. Os animais da série desconhecida
que morrem mais perto déste prazo indicam a dosagem do sbro.
A precisfo desta medida seri considerada tanto maior guanto mais
priximoe das 96 horas se der a morte. Suponbhamos a sequéncia:

00 -~ CC CC ~— - 100 hs., — -+ 95 hs. — + 60 hs.
+ 65 hs. — + 30 hs., — -+ 24 hs.

O que nos daria, com grande aproximacio o tituio de 555 uni-
dades. Se por acaso obifivéssemos na série conhecida ao mesmo
tempo a sequéncia:

+ 72 hs, — - 76 hs, — 4 BO hs, — - 88 hs, — + 92 hs, —
' -+ 97 hs. — -+ 100 hs. — - 106 hs. — 4 112 hs.

na qual o test dose do séro padrdo contra o TD téxico empregado
seria 5% maior, a dosagem final passaria a ser de 585 L 5% =—
583 unidades. ' o

< Nas dosagens habituals, feitas com frequéncia, quando hi pou-
ca probabilidade de variagio da foxina ou do sbro e demalis, onde
nio hi neeessidade de se levar a precisfo a tdc extremados limites,
£ licito abstermo-nos da segunda série de comparacio, limitando-nos
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-2 manter no esquema um par de cobaias testemunhas que recebem
LTD da toxina e 1 TD de séro standard, para surpreender descuido
ou errosg possiveis, :

Sem diivida a determinacéio de soros pode também ser feifa em
camondongos seguidas as prescricdes ja citadas em relaciio & dosa-
gem de DLM e de L4 da toxina. Precedendﬁo dessa maneira, a
dosagem final em camondongo corresponderi com grande exatidfio
4 obtida em cobalas. ,

E’ um problema frequente no laboratério a reverificacio do
titulo de um sdro. Neste cago, aplica-se o que ficou dito para a
determinac@o final de um sbéro desconhecido, tendo-se o cuidado de
eolocar o titulo presumido no meio da série enire dois mais eleva-
dos e doiz mais baixos; assim, se supomos tratar-se de um séro de
750 unidades, faremos uma série do seguinte tipo: 620-680-750-
§25-904.

No caso de ainda a redeterminacio de um s6ro eujo tityle se
supde ter baixado, eoloca-se o tifulo estabelecido no pé da série:
560-560-620-680-750.

PROTOCGLO DbE DETERMfNAQAO DE 12 E L+ DE UMA TOXINA
SECA. DLM DA TOXINA

DETERMINACAG PREVIA

Ambito provavel de 1L°: 100-400 gama. Do L4-: 250-700 gama.
Diluir a toxina de modo a 1 cm8 conter 700 gama,

Toxina pesada: 4mgs, 3.

. Solucio em 6 em3, 14 salina (1 ¢cm3 contém 700 gama).

O gama, 83, ANIMAL: cocbaia 350 grs.

Toxina Teor téxico DLM Sel. fisio- Séro a 1/50 Resultado

diluida logien lem3tem1TD
0,14 cm8 98 gama 118 3,88 cmd 1 em3 OK 4 ds.
0,28 cm3 196 gama 236 0,72 emd -1 em3 OK 4 ds.
0,42 em3 294 gama 354 0,58 em3 "1 em3 ic 4 ds.
0,56 em3 39% gama 472 0,44 em3 1 emd ce 4 ds.
0,7 cmd 490 gama 590 0,3 m3 1 em3 -+ 60 hs.
.85 cmd 595 gama 717 0,15 e¢m3 1 cm3 -4 24 hs,
1 cm3 + 24 hs.

1 cm3 700 gama 843 —

- A mistura obtida e deixada 30 minutos no ambiente, na seringa e
inoculada sob a pele da coxa de uma cobaia.
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Resultado: L° — maior do que 196 gama (236 dlm) menor do
que 294 gama (854 dim).

L+ — maior do gue 396 gama (472 dim) menor do
que 490 gama (590 dlm).

DETERMINACAO FINAL

Abrangendo de 200 a 500 gama. Diluir a toxina de modo a 1 em3
conter 50G gama. '

Toxina pesada: 8 mgs., 5.

Solugdo em 17 em3 de salina (1 em8 contém 500 gama},

Toxina Teor BLM Sol, fisic- 8éro a 1/50 Resultado
diluida texico logica 1 oem3tem1TD
0,8 em3 200 gama 2471 - 1,2 em3 2 emd OK 4 ds. OK 4 ds:
0,8 em3 225 gama 271 1,1 em3 2 em3 OK 4 ds. OK 4 ds,
1 cmi 250 gpama . 301 i cmi3 2 cm3 DK 4 ds. OK 4 ds.
i1 cm3 275 gama 351 0,9 cem3 2 em3 OK 4 ds,” OK 4 ds.
1,2 emd 300 gama 361 0,8 em3 2 em3 le 4 ds. 1lc 4 ds.
1,6 em3 400 gama 482 0,4 em3 2 em3 + td. + td.
1,7 em8 425 gama 512 0.3 em3 2 em3B - 90 hs., -~ 95 hs.
1,8 emd 450 gama 542 0.2 em3 2 em3 -+ 72 hs, < 82 hsg,
1.9 em3 . 475 gama 572 81 em3 2 em3 + 60 hs. + 62 hs.
T2 em3 50 gama Le2 - Z cm3 -+ 48 hs, - 52 hs.

A mistara obtida é deixada 30 minutos no ambiente, na seringa; e

inoenlada em 2 cobaias (2 em3 em cada) sob a pele da coxa.
_ Resultado: L+4-: 4256 gama (512 DLM) '

Lo 275 gama (331 DLM)

Animal de prova: camondongo de 20 gramas.
~ Determinacgdo prévia: Diluir a toxina de forma a 1 em3 conter
1.400 gama. (
Distribuir da mesma maneira que para a cobaia, mas tomando
‘5 metade do volume. Também de salina gerd tomado a metade
do volume, _ : _
Diluir o s6ro padrfio a 1/25, de modo a ter 2 TD em cada cm3..
Desta forma se obterd o volume final de 1 ¢m3,
Déste, se inoculard 0,25 em3 na base da cauda de 1 camondongo.
A leftura seri feita até o 6.° dia.

Determinacio final: Exatamenie como acima, estando a toxina
contida em 1 cm3 para 1.000 gama. ,
Inocular 0,256 em3 da mistura final em cacfa um de 4 camon-
danges
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PROTOCOLO DE DOSAGEM DE UMA TOXINA SAECA DESCONHECIDA
ANIMAL DE PROVA: Cobaiz de 350 grs. '

DETERMINACAO PREVIA

Dilyicdo de partida: 1/500.000.
Solucdo em 18 emB salina (1/10.006).
Dilvicio: 1 ¢m8 em 49 em3 salina (1/500.000) 1 ¢cm3 tem 2 gama,

Toxina o Toxina péso Sol. fisio- Diluicfio geral Resultade

1/600.000 l6gica

1 em3 2 gama - 1/500.000 - 48 ‘hs.

1,5 em3 1  gama 0,5 em3 171,004,080 4+ 3 diag

12 em3 0,4 gamsa 0,8 em3 1/2.500.000 ce 4 dias
i,1 em3 0,2 gama 0,9 em3 1/5.000.000 OK 4 dias

{mistura inoculada imediatamente s0b a2 pele da coxa)

Resultado: DLM maior do Que 0,4 gama menor do que 1 gama
(entre 1/1.000.000 e 1/2.500.000).

DETERMINACAOQ FINAL

Dilui¢éio da partida: 1/1.000.000.
Toxina pesada: 2,20 mg. (2.200 gama).
Diluicfio: 1 c¢m3 em 99 em3 zalina (1/1.000.000) 1 cm3 tem 1 gama,

Toxina phso

2 cm3 1 gama — 1/1.000.000 4+ 60 hs. —+ 66 hs.
2 cm3 0,88 gama 4 emB 171,200,900 -+ 86 hs. - 90 hs,
2 em3 0,67 gama 1 om3 1/1.500.000 - td. -+ td,

Z em3 0,556 gama 16 em3 1/1.860.000 ec 4 ds. td,

2 emd 0,48 gama 2,4 em3 172,204,600 ¢ 4 da. ce 4 ds,

{1 em3 de cada mistura inoculado sob a pele da coxa de 2 cobaias).

. Resultado: DLM = 0,83 gama (1/1.200.000).

ANIMAL DE PROVA: CAMONDONGO DE 26 GRS.

Determinacio prévia: Todos os passos idénticos. A inoculaclo se
faz sob a pele da raiz da cauda.

”»

Inocula-se 0,25 cm3 . de cada mistura. A leitura é prolongada
até o 6.° dia.

Determinacio final: Tomam-se 4 animais para cada dose.
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PROTOCOLO DE DOSAGEM DE UM SORO NATIVO DESCONHECIDO

ANIMAL DE PROVA: Cobaia

DETERMINACAOD PREVIA

ailuide

L. Saro Seolucio f£i- Toxing di- 1em3 = 1TD
Unidades provadas & 1/1.000 siolégica luida Resultadn
100 1 em3 — 1 emg OK 4 ds.
200 8,5 em3 0,56 em3 1 em3 OK 4 ds.
a0 0,25 em3 0,75 em3 1 em3 0K 4 ds.,
233 0,12 cm3 3,88 emé 1 cm3 4 3 ds.

1667 0066 em3 0,84 em3 1 em3 4 2 ds.
So6re standard a 1/50 1 cm3 — 1 em3 - 90 hs,

Cada mistura é deixada 80 minufos no ambiente, na seringa e in-
jetada sob a pele da coxa de uma cobaia.
Resultado: O titulo estd dentre 400 e 833 unidades,

© DETERMINACAO TFINAL

. Toxina di-

Unidades  Sfvo desconbe- Sal. fisio- Tnida
provadas md"l/‘g.ié‘)g“ a tdgica 1 (:;%3{3 =
400 2  em3 R 2 cm3
470 1,7 cm3 3,8 cm3 2 emB
555 1,44 cm3 0,56 em3 2 cm3
667 1,2 cmi 0,8 cm3 2 ¢m3
800 I em3 1 em3 2 em3
-~ o 0,2 em3 2 em3
— — 0,1 cemd 2 em3
e~ —_ : et 2 ¢m3
. — — 2 emd
- — —— 2 em3

Sé6ra
padrio
i/50

18
1,9
2 cm3
2,1
2,2

Resultados

OK 4 ds. OK 4 ds.
le 4 ds. ¢ 4 ds.
Morrem tardiam,

+ 88 hs. -+ 94 hs.
- &7 hs. -~ 75 hs.
+ 68 hs. 4+ 72 hs.
-+ &3 hs 4+ 84 hs.
4 PR hs, 102 ha.
108 hs. +118 hs.
Morrem tardiam.

Cada mistura é deixada 30 minutos no ambiente, na serings,
¢ injetada subcutaneamente na coxs de 2 cobaias, 2 cm8 em
cada uma (Para ag duag Gltimas injecdes da série, as cobaias
recebem, respectivamente, 2,05 cm3 e 2,1 em3).

Resuliado:

Determinacio em camondongo de 20 grs.

Determinachio prévia:
27TDh (2 L).

o titulo do bro é 667 unidades americanas.

Dilgir a toxina de forma a 1 cm3 conter
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REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

Diluir o sbro desconhecido de forma a conter em 1 emS o
débro das unidades previstas,
Diluir o séro padrio de forma a conter 2 TD em 1 cm3
{1/25}. _
Tomar apenas a metade dos volumes indicados na fabela
supra, inclusive a soluclo fisioldgica. Desta forma, obtém-se
um volume final de 1 ¢m3 para a mistura. -
Ingeular 0,25 em3 desta mistura na cauvda de um camon-
dongo.
rminacio final: Exatamenté como acima.
Inoculam-se 4 camondongos com G,25 emd de cada wdstura.
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