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RESUMO: Descreve-se o métedo utilizado na preparacio da antitoxina per-
fringica do tipo A, em escala indusirial, pela hiperimunizacio de cavalos, através

de antigeno misto, adsorvido pelo alimen de potdssio.

Empregando-se esquems de

imunizacio préprio, conseguiu-se obier soro antigangrenoso perfringico tipe A, do-
sando 20 redor de 200 UI/ml, titulo este que, apds a concentracho pelo método de
Pope, elevou-se no nivel antitéxico de 850 a 1.000 Ul/ml. O soro purificade e con-
centrado foi diluide convenientemente para compor o soro antigangrenoso poliva-

lente,

DESCEITORES: gangrena gasoss; Clogtridium perfrirngens, antitoxina tipe A
antigenos bacterianos; ecavalos, imuniza¢do; soro antigangrenosg perfringice.

1 — INTRODUQAO

Clostridium perfringens é o agente etiolé-
gico preponderante da gangrena gasosa hu-
mana, seguido por Cl. septicum e Cl cedema-
tieng 2. 8 24, 22, 26, 33, 35, 3 Fate microrganismo
secrets  inGmeras toxinas e enzimas dota-
das de atividade letal, necrosante, hemoli-
tica, neurotéxica, enzimdtica e leucoagiutinan-
te. Assim, podem ser identificados pelo me-
nos 13 agentes ou fatores itdxicos, represen-
tados pelas letras do alfabeto grege. Scb o
ponto de vista da atividade letal e de distin-
tas doeng¢as que causam no homem e em outros
animais, so classificados em seis subespécies
ou tipes toxigénicos, designados pelas letras
maiusctlas do alfabeto latino: A, B, C, D, E
e F. Eles apresenfam respectiva especifici-
dade imunologica® 34340, O componente
principal deste cemplexo téxico e responsivel

pela atividade letal é a toxina alfa?, dnica
que é comum aos seis tipos, estudada por
MacFarlene e Knight como sendo um enzima
que tem stividade lecitindsica, e identificada
quimicamente como fosfolipase €24,

O CL perfringens do tipo A e do tipo F sic
responsaveis peia doen¢a humana, sendo este
ultimo, causador da toxinfeecio alimentar, na
forma benigna %

0O Cl. perfringens tipo A tem capacidade de
produzir alfa toxina em abundéncia, e consti-
tul normalmente cerca de 509 de Clostridia
isolada de material clinico 20,

Segundo McLENNAN 26, o indice de morta-
lidade pela gangrena gasosa ers da ordem de
509%, no inicio da grande guerra, no periodo
de 1940-1942, ¢, cerca de 309% durante a guer-
ra de 1943, no norte da Africa, e finalmente,
no mnorceste europew, ¢ indice reduziu-se
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para 229. A anilise desses casos revelam
que ¢ indice de mortalidade era significativa-
mente menor entre os pacientes que tinham
recebido o tratamento soroterdpico, além de
outros tratamentos indispensdveis, confirman-
do assim o valor terapéutico do soro antigan-
Erenoso.

Além dos dados compilados durante as guer-
ras mundiais, indmeros pesquisaderes também
tém observado e comprovade a eficiéneia do
soro antigangrenoso 3 8. 10, 18, 25, 28, 42,

Apesar dos avangos da guimioterapia, da
antibiéticoterapia e mais recentemente da oxi-
genoterapia hiperbiriea ® ¥ 42 terem consegui-
do notavel conquisfa no tratamento da gan-
grena gasosa, o Gnico tratamento antitéoxico
eficaz é a soroterapia espeeifiea 5. # 18 18 35,31

A téenica de producfo de sore antigangre-
noso, pelo Instituto Butantan, foi introduzida
em 1838 3, nela procedemos intimeras modifi-
caghes e aperfeicoamentos tecnolégicos, os
quais apresentamos neste trabatho, com o
proposito de oferecer subsidios & produgdo, em
escala industrial, do referido antissoro.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 Estirpe bacteriana — Clostridium per-
fringens SR-12, selecionada dentre as 47
amosiras da espéeie perfringens, existentes na
germotéea do Instituto Butantan, por ser do-
tada de elevado poder antigénico.

2.2 Inoeulwm — A amostra selecionada so-
fren o processo de exaltagio da virulén-
cia 2 3, pela passagem sucessiva em animals
sensiveis como o pombo e cobaio, de cerca de
350g de peso. Quande utilizamos o cobalo,
inocula-se pela via intramuscular, inicialmen-
te, cerea de 0,5ml da suspensio da culiura
jovem, desenvolvida no meio de TAROZZI ¥7, no
misculo da coxa, com devidas precaugoes €
rigorosa assepsia. A passagem é repetida tan-
tas vezes, aie que o volume de 0,1 m! da sus-
pensdo bacteriana, resultante da cultura de
aproximadamente § horas de desenvolvimente,
determine a morie do afsimal inoculado den-
tro de 24 horas. A amostra de viruiéncia
exaltada, colhida da dltima passagem e
semeada em 20 m! do meio de Tarouzzi, previa-
mente regenerado, ¢ ineubada a 37° C, du-
rante 5 horas, correspondenie 4 fase loga-
ritmiea de creseimento, ¢ gue constitui o
indeculo para o preparc da toxina perfringica.

2.3 Towxina perfringica tipo A - A itoxina
foi preparada no meio de culturs preconizado
por WapsworTH % medificado.

Para eada partida de toxina, eram prepa-
rados 10.000 m! de meio de culiura, apresen-
tando a sua férmuls, s seguinie constifuicdo
bésica:

Carne de vitela- . ......... ... 5.000 g
Peptona (Oxoide) ............ 200 g
Cloreto de sédio ......... . B g
Acetato de s6dio ............ 225 g
Glicerofosfato de sédio ....... 225 ¢
Glicose a 20% ......ovcvvee. 200 ml
Agua ... 10.006 m!

G meic de cultura é preparado de acordo
com a técnies descrita no trabalho anterior 28,
Ajustado o pH para 7,8 com auxilic de solu-
¢do de hidréxide de sédio concentrado, a 409,
o meio era dispensado em volumes de 3.000 ml,
em frascos Erlenmeyer de 5.000 ml de capaci-
dade, juntamente com cerca de 600 g de carne
moida e cozida. Reajustar o pH novamente
a 7,8. Apés a esterilizacBo, o meio era res-
friado bruscamente com d4gus corrente, até
a temperatura de aproximadamente 45°C, a
fim de garantir a anaerobiose pela eliminacio
do oxigénio residual 35, No momente da semea-
dura, adicionava-se com esterilidade, a solugio
de glicose e de acetato glicerofosfate de sédio,
previamente preparado separadamente. Apds a
semeadura de 20 m! do indenio em cada fras-
co, eram incubados durante 18 horas, a 37°C,
no final da gqual, transferiam-se para a gela-
deira. As amostras eram colhidas de cada
frasce, a fim de proceder as provas blologi-
cag ¢ o exame bacterioscopico, para controle
de microorganismos nfio especificos. Os fras-
cos contaminados eram desprezados.

2.8.1 Titulagdo da toxine — As aliguotas
de alfa toxina perfringica, colhidas separada-
mente de cada frasco, e submetidas & acéo
da forga centrifuga equivalentz a cerea de
3.000 xg {aceleracdio gravitacional), a 4°C,
dorante aproximadamente 30 minutos, até a
obtencéo de sobrenadante fotalmente limpido,
eram tituladas em camundongos albinos a fim
de determinar a sus ztividade em DMM e
DL GG, de acordo com a mortalidade verifica-
do em 24 e 48 horas de chservaco.

2.4 Anatoxinag perfringica — A toxina
perfringica destinada ao preparo da anato-
xina perfringica, deve ser altamente imunogé-
nica ¥, isto &, convém apresentar titulos ao
redor de 10% DI 59 em camundongos. A des-
toxificacic da cultura téxics era realizada
mediante a formolizacdo, na concentracfo
final de 0,4%, no produto previamente cen-
trifugade. O processo de destoxificacdo era
completado na estufa, a 37°C, requerendc nor-
malmente incubac¢fo por um pericdo de duas
& trés semanas, acompanhada de agitacio
constante. Este pnrocesso permite a desativa-
¢io do fator letal da alfa toxina, sem afetar
a capacidade imunogénica., A prova de
inocuidade de anatoxina era executada pela
inoculagdo de 0,5ml do produte pela via
subeutinea, em camundongos, ou 5 ml de ma-
neira similar em cobaios de 350 gramas de
peso. Os animais de prova nio devem apre-
sentar sintomas reveladores da acio da toxi-
na perfringica, durante o periodo de obser-
vagho de 10 diag.

2.5 Antigeno pare imunizagdo de covalos
— Para o preparo de antigeno destinado &
imunizacéo de cavales, a ftoxing era centrifu-
gada a baixa temperatura, e em seguida, pre-
cipitada pela solugdo estéril de 109% de sulfa-
to duplo de aluminio e potdssio, sob agitaghe
econstante, resultande uma concentracdo final
de 1,25% do adsorvente. A queda do pH do
antigeno era corrigide a 5,5 pela adicfio de
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solugdo concentrada de hidréxide de sédio a
409%. O antigene, constituido de anatoxina
adsorvida, era destinado & imunizacio de basge,
isto &, a lote de cavalos novos, enquanto que a
toxina adsorvida pelo alimen era utilizada
para hiperimunizag¢io de cavalos velhos, isto
&, agueles que jA haviam recebido o estimulo
primario.

2.6 Preparo de sore antiperfringico — O
soro antiperfringico misto, de acgdo antitéxiea
e antibacteriana era preparado pela imuniza-
¢ao de eavalos selecionados, previamente exa-
minados e identificades pelo Servigo de Vete-
rindria, vacinados contras tétanc e garrotilho.
A imunizagio era realizada em duas fases,
visande meihor rendimento de sore e auséncia
de reagbes indesejaveis no animal soropro-
dutor.

2.6.1 fmuniza¢do de base — Na primeira
fase de imunizacfo, os cavalos novos % # rece-
biam: o estimule primario provocado pela
inoculaciio de anatoxina alfa perfringica.
Principiave-se com a administragdo de anti-
geno, em pequenas doses didrias, progressiva-
mente crescenies, de acordo com 0 esquema
‘de imunizacio estabelecido em trabalhos ante-
riores ¥ ¥, A sangria exploradora de cada
cavalo era realizada sete dias apds a inocula-
¢io da Gltima dose de antigeno. Os animais
com resposta antigénica satisfatoria, isto &,
aqueles que apresentavam teor de antitoxina
a0 redor de 100 Ul/ml, eram sangrados na
propoercio de 5% do seu peso corporal, divi-
didos em trés vezes, com Intervalo de 48 ho-
ras entre uma sangria e outra. A seguir, os
animais entravam em {ase de recuperagio,
durante o espac¢o de tempo de 30 a 45 dias b

2.6.2 Hiperimunizagde — Nesta fase,
eada cavalo recebia antigeno misto, constituido
de toxina contendo suspensfo bacteriana,
cuja concentragio estava controlada pelo pro-
cesso de centrifugacfio, a baixa temperatura.
A administracio deste antigeno também era
feita em doses fracionadas e progressivamente
crescente de duas injegbes semanais, durante
o periodo de guatro semanas® 3, Todos os
equideos gue demonstrassem resposta antigé-
nica satisfatéria eram separados e sangrados.
As reimunizagbes eram sistematicamente repe-
tidas apds os periodos de sangria e de repouso
do animal,

0 sangue era recebido em solugio anticoa-
gulante de citrato de sdédio, sendo imediata-
mente & seguir, submetido a centrifugacio em
uma desnatadeira para a separagdo do plas-
ma, e adicionava-se fenol, na concentracio
final de 0,4%. O volume de plasma resultan-
te, mantido em recipiente de vidro, estéril, era
conservade em ciAmara fria a 4°C, até o mo-
mento de ser submetido a concentragio e puri-
ficaglio, operagdo esta efetuada de acorde
com o método de Porg 432,

O doseamento do teor de antitoxina per-
fringica tipo A, das amostras de mistura de
plasma obtidas apds a hiperimunizacio de
equideos, era realizado em camundongos, se-

gundo & técmica preconizada pele “National
Institute of Health, USA” ¥, & traduzidzs em
Ul (Unidade Internacional}, usando como pa-
drdo de referéncia, o Sore Antigangrenoso
Perfringico tipo A, padrio internacional, da
Organizagic Mundial de Sadde.

.Finain‘aente, o soro antigangrenose perfrin-
gico purificado era novamente titulads e acer-
tado frente a antitoxina padrie internacional,
a fim de conter 300 UI/ml do tipo A, gquan-
do, evidentemente se tratasse de soro monova-
lente. O soro antigangrenose polivalente
purificado, deve apresentar como poténcia mi-
nima, a8 seguintes capacidades antitéxicas
por mililitro do preoduto: antitoxina perfrin-
gens, 100 UL antitoxina septicum, 100 Ul ¢
antitoxina oedematiens, 156 UI, respectiva-
mente 11,

2.7 Sorc e texina padrées

2.7.1 Soro pedrde — O soro sntiperfrin-
gico tipo A, padrdo internacional, era pro-
veniente do Statens Serum Institute, da Or-
ganizagio Mundial de Satdde, Copenhagen,
sendo recebido, sob forma Hofilizada, em am-
polas contendo 90,35 mg de antitoxina perfrin-
gica, equivalente a 270 UI%. Portanto, uma
unidade internacional do atual padrio é a ati-
vidade especifica que estd encerrada em
0,3346 mg de antitoxina eqilina hiperimune
Liofilizada. O solvente do soro padrio é cons-
tituido de mistura de duas partes de glicerina
bidestilada neutra e de uma parte de soluciio
fisiolgica estéril, a 0,85% de NaCl, PA.

2.7.2 Towina perfringics padrdo tipe A
—- A toxina padrao fol preparada no labora-
torio, e padronizada ao nivel de 1 L+ {Limi-
te morte}, frente ao soro padrio infernacio-
nal antiperfringice tipe A, O Limite morte
da toxina perfringica tipo A é a menor guan-
tidade desta toxina que, misturada a 1/5 de
unidade antitéxica do soro padrio internacio-
nal, provoca a morte de, pelo menos, 50% do
lote de camundongos de 17-20g de peso,
inoculados pela via intravenosa, em 48 horas
de observagdo 11 3%,

A toxina padrio deve ser conservada em
estado seco e pulverizado, a vécuo, em desse-
eador, em atmosfera continua de pentéxido de
fésforo ou de cloreto de céleio, a temperatura
de 4.°C. Ela deve apresentar titulo estivel e
elevado, e conter quantidade minima de teta
toxina perfringica 3,

O solvente da toxina padrio é a solugio de
proteose peptona a 1% %, ¢ o diluente parz
todos os ensalos bioldégicos é a solucio fisio-
légiea, a 0,859 de NaCl, PA, esterilizada em
autoeiave.

2.8 Animais de laboretério — Os camun-
dongos albinos de 17-20g, e os cobaios de
350 g de peso, utilizados, sem distingéo de
plasma obtidas apés a hiperimunizagic de
Instituto Butantan.
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3 .— RESULTADOS E DISCUSSAC

O Clostridium perfringens &€ um bacilo cos-
mopolita e largamente distribuido na natu-
reza, estando presente em quase todos os
tipos de ambiente. Além de ser habitante nor-
mal do intestine do homem ¢ da maioria dos
animalis, & encontrado no solo, nas poeiras, nas
vestimentas, na pele ete, motivo pelo gual
pode contaminar facilmente gualquer ferimen-
to. Qs ferimentos profundos, principalmente
aqueles causadores de lesGes dilacerantes dos
musculos, favorecem o desenvelvimento da
gangrena gasosa b %,

O sorc antigangrenoso é utilizade em tra-
tamentos tanto preventivo guanto curative, de
ferimentos daquela natureza. A soroterapia
antigangrenosa é o Unico agente capaz de neu-
tralizar a letal exofoxina secretada pelos ger-
mens da gangrena gasoga.

O processo atual de obtengio de soro anti-
gangrenoso, em escala industrial, é o resulia-
do de inttmeros ensaios tecnolégicos realizados
em nosse laboratéric, permitinde o esta-
belecimento de condigdes ideais para a oblen-
cdo de toxina perfringica tipo A, e de anti-
genos para a imunizaciio de cavalos.

Uma das causas primordiais, que malis afeta
o preparo de antigeno eficaz, dotado de slta
imunogenicidade, destinado A obtencdo de
soros com bons titulos, é a baixa taxa de pro-
dugio de alfa toxina pelo Cl. perfringens 3% 35,

Moérsy e col. 77 fazendo estude comparativoe
entre ag diversas amostras de Cl. perfringens
procedentes do ATCC e do NCTC (American
Type Culture Collection, USA, e National
Collection of Type Culture, London, respecti-
vamente}, verificaram que a taxa de produ-
¢ao de exofoxinas letais depende das caracte-
risticas de crescimento dos germens, inerentes
as propriedades associadas intrinsecamente a
determinadas estirpes bacterianas. Em con-
digbes Otimas de piH, obtiveram toxina per-
fringica tipo A, cuja toxicidade osciiava en-
tre oz valores de 2 a 50 DL/50 por mililitre,
para camundongos. Percebe.se logo, que nem
todas as amostras de Cl. perfringens sfo ca-
pazes de sintetizar proteinas extracelulares
de elevado teor tdéxico. A escolha da estirpe
certa, além de condicdes culturais adequadas,
representa fator de grande importincia ne
rendimento final das exotoxinas.

No presente trabalho também foram obser-
vadas grandes variacdes toxigénicas entre ss
diversas amostras estudadas. Preliminarmen-
te, foram selecionadas quatro cepas, indenti-
ficadas pelos n.? I1B-12, SR-12, 1B-28 e 1B-38,
respectivamente, as quais revelaram ser
amostras toxigénicas em camundongos, dosan-
do ao redor de 40 DL56/ml, apds algumas
passagens prévias de exaltaciio de virulén.
cia em cobajos. Em ensaios posteriores, as
cepas SR-12 e IB-28 apresentaram maior to-
xigenicidade, pois determinaram a morte de
cobaios num periodo inferior a 24 horas, quan-
do incculadas pela via intramuscular, ne vo-
fume de 0,1 ml de suspensio da cultura de
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seig horas de desenvolvimento em meio de Ta-
rozzi, A toxina obtida dessas culturas dosou
a0 redor de 100 DL30/m! para camundongos.
Por este motive a estirpe SR-12 foi escolhi-
da para a produgio de toxina perfringica
tipo A, ficando a IB-23 reservada para even-
tuais necessidades.

Inicialmente, nas Erimeiras passagens, exi-
gia-se tempo de incubagio mais longo e malor
volume de suspensiic de cultura — cerca de
1,6ml — e & ocorréncia da morte do animal,
mesmo nessas condigdes, poderia ultrapassar
o periodo de 24 horas.

A maioria dos autores admite que a adicae
de glicose ao meio de eultura, como fonte de
carboidrato, é indispensavel, a fim de se obter
boa toxigénese de CL perfringens tipe A. To-
davia, a taxa desse agdcar tem sido experi-
mentada em diferentes concentracbes: de
0,19% % 3% 3,509 %2 ¢ de 0,2 a 29, ¥, Nas con-
digies do nosso experimento, a taxa ideal foi
de 0,49%. Por outro lado, meios de enltura
muito rico em glicose constitui uma das cau-

sag que determina a inibicdo da toxigéne-
se 36, 41.

A temperatura de incubagdo é outra con.
digke relevante na produgdo de toxina, e gue
tem sido provado em varias experiéneias an-
teriores de 31 a 45°C4 6.2, 17,20 33 Qbtive-
mos resuitados satisfatdrios a 37°C, ineubando
durante um periode de 18 horas, quando ocor-
ria 3 méxima produgio de exotoxina.

A suplementagiio de fatores de erescimento
e de principais vitaminas ao meio de cultura,
sempre estimula a sintese de exotoxina per-
fringica, ¢ esta condicio se torna indispen-
sdvel quando se trata de melo de cultura sin-
tético, slém da adigdo de 183 aminodeidos
esgenciais, em sua forma levogira & 23,97,

Para o prepsro de antigeno, utilizamos to-
xinas que dosavam ao redor de 100DL50/ml.
Mas por outro lade, virios pesquisadores tém
obtido bons resultados, empregando toxina
perfringica menos potente, cujos $itnlos
ozcilavam entre os valores de 10 a a 60
DMM 15, 18, 85, 38

O sulfate duplo de aluminio ¢ potassie foi
utilizado como adjuvante, por ser o mais em-
pregado na adsorcio de antigeno destinado a
hiperimunizagio de cavalos ! 3 19 38,35 38 an.
bora outros tenham também encontrado resul-
tados com lanoling # 15 44,

A infecglio gangrenosa pelo Clostridium
perfringens caracteriza-se pela exuberante
reproducéic bacteriana e pelo seu alto poder
invasor razbes pelas quais o soro antigangre-
noso perfringico deve ter ac¢iio mista, isto é,
antibacteriana e antitoxica 121335,  Porém,
muitoz autores enfrentaram sérios obstdculos
quando empregaram antigeno miste, consti-
tuido de toxina e suspensfio bacteriana, para
a imunizacio de cavales. Os problemas mais
dificeis sdo aqueles provocados pelas reacgfes
indesejéveis do antigeno, impossibilitande o
uso deste tipo de imunédgeno, inclusive
devide a alts taxa de mortalidade de ca-
valos 2. 13. 33, 35, 38, guyperior & 30% 2.
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Sourto & RIvarROLA 3 contornaram este pro-
blema pelo emprego de anatoxina filtrada,
neutralizads pela adigio de soro antigangre-
noso polivalents, no inicio da imunizacao.

No presente trabalho, esies inconvenientes
foram contornados pela utilizagio do antigeno
indcuo, isto &, destoxificado e adsorvide pelo
alumen de potassio, PA, na fase inicial de
imuniza¢io. Em seguida, na fase de hiperi-
munizacio propriamente dita, era empregado
antigeno constituido de toxina mais suspen-
880 bacteriana virulenta, precipitadas pelo
aliimen. Os cavalos submetidos ao precesso,
suportavam normalmente esta forma de anti-
geno, pois ja tinham adquirido imunidade su-
ficiente na fase injeial. Devido A coexiztén-
cia de dois Imunégencs, ¢ microblano e o
toxico, a sintese de antissoroe de atividades
antimicrobiana e antitéxica perfringica tipo A,
processavae-se satisfatoriamente.

O emprego de cavalos jovens & outro fator
muito impoertante para obtengfio constante de
antitoxina de elevado titulo 3 4.

YAMAMOTO e col. %, ao estudarem vérios
tipos de antigenos pgangrenosos para produ-
¢io de soro antigangrenoso perfringico tipo A,
verificaram gque em condigles naturais, so-
mente uma propor¢ie de cerca de 10% dos
animais revelam ser bons produtores de anti-
toxina. Este fendmeno é explicado pela exis-
téneia prévia de imunidade potenciall, isto é
de anticorpos naturais circulantes antigangre-
noso naturalmente adquiridos. Esta condicio
imunitiria ideal pode ser artificialmente indu-
zida em cavalos novos, aplicando-gse doses de
antigeno, em lotes de animais destinados a
producéio de soros, antes de iniciar a hiperimu-
nizagho propriamente dita,

Souro & PURLANETTO ¥ verificaram que o8
soros antigangrenosos encontrados no merca-
do nacional, resultante da pesquisa realizada

durante um pericdo de trés anos, apesar da
progressiva melhoria dos titulos antitdxicos
relativos 3 capacidade terapéutica e profils-
tica, o teor de antitoxina perfringica oscilava
entre os valeres de menos de cinco até cerca
de 50 Ul/ml. Somente duag amostras exibi-
ram titulos iguais a 100 Ul/ml

Souro & Rivarona 3 enfatizam que a res-
posta antgénics de cada animal é muito va-
riavel. Os animais imunizados produziram
soro hiperimune cujos titulos oseilavam ao
redor de 100 Ul/ml. GUILLAUMIE e col, iT obti-
veram titulos antitdéxicos gque variavam entre
os valores de 35 a 400 Ul/ml, “in vive”; e
guando dosaram as mesmas amosiras pelo mé-

- tode ‘“in vitro”, encontraram resultados que

ifam de 20 a 4000 Ul, em titulo antihemolitico,
e concluiram dessa maneira da inexisténcia de
correlagio entre estes dois métodos de dosa-
gens. BrreNsr e col. 3, utilizando cavalos jo-
vens de dois a trés anos de idade, com es.
guema de imunizagho préprie, e antigeno
precipitado pelo aldmen de potassio, consegui-
ram obter teor de antitoxina perfringica
circulante ao redor de 200 a 300 Ul/ml, porém
o método de dosagem utilizade foi ‘in vitro".

Utilizando ¢ esquema de imunizacio elabo-
rado em nosso laboratdrio ¥ 3 fol obtida anti-
toxina perfringica tipe A, dosando ao redor
de 200 Ul/ml ({tabelan}, que apdés a purifi-
cagho e concentragie pela digestdo enzimatica
agsociado a0 processo de termocoagulacio
proteica, seguida de precipita¢do fracionada
pelo sulfato de amdneo e didlise ¥, atingia
niveis de 850 a 1000 UI/mi. Este soro, puri-
ficado e concentrado era finalmente diluide
para apresentar 100 Ul/ml de antitoxina per-
fringica tipo A, para compor o Sorc antigan-
grenosp polivalente, e 300 Ul/ml, quande se
tratar de Soro antigangrenosoe especifico mo-
novalente 11,

TABELA

Nivefs de antitoxing perfringica, observados em quatro cavalos, no decurse de cinco Riperimunizogdes

Titules em Ul/ml
Cava"hs o Hiperimunizagio az]lﬁ;:;ica
n. p & Ul/ml
1.2 2% 3.8 4.2 5.®
190 154 200 250 250 200 210
325 14H 250 200 250 150 168
460 220 158 140 158 180 168
438 150 180 250 300 308 236
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4 — CONCLUSOES

4.1 Utilizando-se Clostridium perfringens
tipo A, estirpe SR-12, foi preparada toxina
perfringica dosando cerca de 100 DL50/ml em
camundongos.

4.2 O antigeno perfringico empregado na
hipermunizacfio de cavalos era constituido de
foxina e de suspensdo bacteriana, portanto
induzia a sintese de antitoxina dotada de ati-
vidade antibacteriana e de antifdxiea.

4.3 0O soro antigangrenoso perfringico
apresentou titule antitéxico da ordem de
200 Ul de antifoxina perfringica tipe A por
mililitro nas sangrias de prova.

4.4 A mistura de plasma resultante de
vérias hiperimuniza¢les permitiu a obtengdo
de uma antitoxina purificada e concenirada,
cujo titulo atingin niveis da ordem de 850 a
1000 Ul/ml, a gual foi conveniefitemente di-
luida para obtengio de soro antigangrenoso
polivalente para fins terapéuticos.
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ABSTRACT: A method is described for the preparation of Clostridium
perfringens type A antitoxin, on industrial scale, by the hyperimmunization ef
horses with mixed slum-adsorbed antigen. With the use of the immunization
method idealized in laboratory of Institute Butantan, Bie Paulo, an antigangrenous
Cl. perfringens type A antitoxin was obtained with a dosage of about 00 IU[ml,
5 titre that after concentration by Pope's method, increased teo antitoxic levels of

850 to ROG0 [U/ml

The purified and concentrated antitoxin was conveniently

diluted to constitute a polyvalent gas gangrene antifoxin.

DESCRIPTORS: gas gangrene; Clostridium perfringens type A antitoxin; an-
tigens, bacterial; horses, immunization; antifoxins, gas gangrene C. pevrfringens.
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