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" TIPO A, POR MECANISMOS BIOLOGICOS
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Cupftulo 1

TONINAS DU, CLASTNIAYINT DURCRINGITD

Ia priviera descripcidn coupleta del Clootridium welchii o Becie
lo pexfringens fué hecha por iwelch y luttaul, Quienes lo s&islaron
ie un omnddver,.e (’1 83R)

Tesde ese monento su accifn patégena en el orgenisno ha sido &e
tribuida &« diversos productos: el &cido butirica, producido en el
cultivo, fuéd considerado cono la caupsa de 1las lesiones de l& gane
TONA CRBLOBA,=

Tu:ibidn se orefs que el gus producido en los tejidos, tenfa ime
portancia en el des~rrollo y generalizacién de 1a infeccibn,-

rero en 1906=-1907 pe habla de une herolisina tervoesteble (Nere
ter) aunque recién en 1917 se encontréd que el Cl, welchii por deas
rrollo snaerdbico en condiciones adecuadns, produce uno “"exotoxina
letal” (Pull y *ritchett) (lle-

m ese :iismo slio Ve Irulf, Adams, Ireland (2), n—ostrsron que to-
jes lue occpas de Cl,welchil exadnadas producf{an une toxins, pero
rjue la activided de los filtrcdos erc vuricda,=-

Ae Guzavof: (1917) (3) infor:ad que una “henolisine” muy activa e
ra uroducide por :auchus cepun de ese orgunisno, ‘ds torde (1920),
weinberg y raste (4) ge ocupnron de le :aisms y observaron que la
.roporcién en filtrudos de copus uletintsn, varie considerable:ene
te y le atribuyeron un papel inportente en lus intoxicacionee béc-
teriinaa, Clertas proplednrdes de ests hemolisina fueron descubierxr
tus por Yuth (1923),-

Trabajando con Ml.,welchii vislado del homibre, Henry (1923) hizo

une distincidn entre una “miotoxinu let8l" y una *heqotoxine®,



Taabién liedll (1926) (9) encontrd en filtrados del misno orgdnieno
(probublenente tipo A-) unu "henolisina® que perdfa su poeder heuoe
1ftico cuando se exponfu a la zccidn del nire, pero tratada luego
por tigentes reductores 1o recuperibs,s

n el ain 1929 vWeindber; y Darotte (€) sugirieron que los filtrae
do® del Clewelchii (tipo A-) contenien dos toxings: una“heaolftics”
y otra "letal", ‘in cambio Uchnayerson y lasuels (1930-).(71 demog
traron que en ese filtrado doe enuponentes he.olfticos / y P esta-
bun preaentes, que el coponente A actuebs “in vitro®" y algo “in
vivo”, que 1& rapidez de tcoidn era distinta pors A y B, y que no
podfan separerse,

Husta 1923 edlo se heblun entudisdn lus cepns aislndns de ori-
gen hu.iEno, con 1ln investigaucibu de cepas aisludses de origen anie
sl la conmplejided de los couponentes de la toxina, se hizo mwucho
e AXCRUO .-

lling (1920 (¢) w1814 el “breilo aisentérico" del cordero, el
cuil era oultural y .wrioldgicuente sencfuntce el Cl,welchii; sin
e:aburzo 8u L0xing no neutruliza la antitoxina del clfsico Cl,wele
cliily, pero su zntitoxine neutrelize le toxina del perxfringers huné
no, tan bien co.0 12 propin.-

‘e ovejas enfer: s de una toxenie llarrde "otruck” se aislé otro
orgiris.io seacjonte nl bueilo perfringne (Cle.welchii’, se le desig
¢ "becilo puludie* (e “wen! 192% (LY 1la toxine de este organig
s0 no neutraliza la antitoxine del perfriugens cldsico y su antitp
xina no neutrilize tacpoco 1o toxing pexrfringenge=
Investi.coiones s on.:pletes de rnuerobios, que conclernen a en-
fer.icundes de oveja, dieron ©n.:.n resultedo el siglamiento de un

cuirto orptnip.o pareoido sl pexrfringens, oto fué reuliwedo por
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3ennett§ (1932) en ovejas que morfan de"enterotoxe .ia“, Tste orge
nieo difiere de las otras for::es conocidas del perfringens en que
su toxina, es neutralizada solamente por su antitoxinag ha eido
lla~wado “boeilus ovitoxicus“e~
Wiladon (1931-32-33) renlizé un estudio comperativo de los orga-
nis. .08 senefantes al Cl,welchii y encontréd que poifan ser clasifie
cados de acuerdo & 1as relsciones de toxins/entitoxina en le sie
suiente for.ia:
1) Tipo A3 "Clewmelchil®, de origen humtino,=-
2) Tipo Dt “"bacilo agni”, de la disenterfe del cordero.-
3} Tipo C: “bacilo puludie”,-
4) Tipo : “un organis.io aislado por é1 nipno de la enteroto
xeaja de 1a oveja® (")
Adea coiprobd nedinnte pruebas letsales cue en los filtrados de
entos orgnnisios exiotf{an pnr lo nenos tres fauotores téxicos:4, X,

"p Que ge relacionnbsn antigéniconente, como se indico 8 continuae

cidn:
¥iltrado Yactor antigénico .-
b Tipo A W
Tipo B ! LY Xe ‘e
Tipo Cc We e
Tivo 1 Ve Xe

W1 es el factor antigénico resente cn loo filtrudos de tipo A y

(") 'e103trd lucgo que su tipo D y el "becilus ovitoxicus" ajslado

por Jenncéts cra el :.iso,-
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en los de tipo By, C, D, de alli que las antitoxinas de eetos 4l
timoo pueden neutralizar la toxina A, mientras que la antitoxi-
na del tipo A 8dlo puede neutralizar spu toxina.-

X: factor antigénico presente en los filtrados tipo B y D.=-

Zs Factor antigénico presente en los filtrados tipo B y Ce-

-stos factores fueron considerados por Wilsdon, no como entidae-
des separadas, Bino co:no cuerpos similares al antigeno bacteriano;
asi la toxina del tipo B era una simple especie ::olecular con gru-
pos: Wy X, Te=

Busados en este trabajo, Glenny, Barr, Jl.ewellyn-Jones, Dalling
y Ross (1933) (10} nmediante pruebas éds seguras, ustndo antitoxi-
nas purss y distintos indicauvores, desostraron que el co.iportae
:aiento antigénico de filtrados de Cl,welchii podfa ser explicado
en for:a ::ds copleta, ya sea por la 8dicién de dos nuevos facto-
res (toxinas' o por otro on.ino, explicando la couplejidad del fag
tor 2 de Vilsdone. Los autores menclo-ados anterior.ente propusie-

ron el esquens siguiente:

Filtrado Toxinus

Tipo A od o W

0 7 8,58 € (f1d) =

Tipo C Cﬂ(?. y:ér

Tipo D X £ é = X
, .

la descripcién de estus toxinus de acuerdo 2 Glenny y colaboradp
res es la sigulente:

Toxina "alfa*<xX producida por el cldsico becilD perfrine

gens o Cl.welchil; estd presente en el filtrado "egni" y en mayor



propoxcidn en el "prludie"; la centidad de toxine “mlfa” en estos
filtrudos es 1,40 de lu contenids en filtrodos de (leweclchii puros.
8 neutralizadn cuentitativimente por su entitoxina, s necrdtioca,

heol{ticn, letnl .-

Toxing "bera® %-: Constituyente prineiyil de los filtrae
dos d@ b, ugni y b, piludis, lieutralizoue soluuente por el suero
@ anl.ales que hon sido innunizuedos con toxing paludie o bacilo
disentérions en :nenor extensidn es neutzhlizade por el suero de ea
b:llos nar .sles, <8 necrédtica, letal, pero no es hesolitice,-

Toxina 1gmm1r'5/: e encuentra en filtrudos agnis el beec,

paludic sdélo le produce en muy pequens cantidindy yo que, €n HuGBe
tras de sueryo de cabelles, inoculsdos cor. filtradoe peludis, le
"grria® sntitoxina purece eptur &usente, o es neutrclizeda porx
sntitoxinad o Q o .8 letsl purs 16tén.-

Toxina “delte” b t s un&é henolisine producida por el boci

lo paludis; su precencia no hu sido cliramente demostrade por Glee
nny y colaboridores. iTobublenente estd presente en filtrados ‘ég
ni" pues sueros de o&bullos innunizados cor "“sgni® protege la hep
lisinu de) bace poludise~

“oxina "opsilan 5-(16) lLos filtradoe tivo 3¢ y ) la cone

tienen co .0 un» toxina ter:oestable, letsl y neerétice qQue treotada
con tripoinc sc trunsforms: en unt toxina ternoldtil y =ucho ds td
xicu, O8lo ciertos sueros de ls disenterfs del coxdero protegen
eontre filtrados tipo . de Vilsdon. 8 letel y necrdtica,e

l4 exlstencia de entte toxinve fud Coufirimds por titulucio:es
esntra un cierto niero de suoros, sigutiendo téenices diversce,
sste ::étodo ha per:itido co.iprober que en &lgunos suexros fslts uno

o mis mnticuerpos especi{ficos,=
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Lo especie Bucilo perfring-ons o Cl, welchii estd constitufds por
los biotipos menciont.dos, que se diferencian jor 1la naturaleza de
g8 tnxinumy por las cnferedndes qi.e producen y por su epidemioe
logfae-

no de ellos tiene nuchu Laportancit comoe agente de enfex:edad
“hu.suna, pues produce la gun;rone cusegps; 8 he designado o este
nritnieno coio: Bacilo perfringens tijo Ay Cl, welchii tijo Ase

“m su trabajo, Glenny y coluborudores pusieron en evidencia el &8
ralelisao de lus propiedudess letaleep, henoliticas y neoréticas de
la toxino del Cl, welchii tipo /Ay, & l&a gue cdenouiinadron "toxins ale
fa", 5in enbargo ''rigee (193(-37) (11) estudiando clcrtos filtree
dos de Cl, welchii tipo A~ co.probd que la accidn letal diferfea de
la accién hezxoliticn, que por lo menos dos factores distintoe exis
tiin en epe tipo de filtrsdosy & ewod factores los denoninds “olfa
toxina" o factor he.ioli{tico y “zetha toxina" o factor letnl.-(F)

Is relucidn de a8 en distintos filtrados variebs entre 1{.i-
tes ruy aaplion, Algunos de ellos tonfen 1 dosis letul mfinine “"de
leite) ¥ 500 dosie he.olftious i:fnires, (Gelieule)py €n otros 1o xclee
cifn eru de ) dosis letal ::ini:& pers 1/2 dosis heolftice afrnina,e

Judo derostrar adeis que cuntidedes grandes de toxina elfu (100
*dh:a) no bustaban para ceter:dnar una intoxicacién _—ortel en loe
anincles de oxpericncie, en canbio filtrados con volor "ulfe" muy
pequesio (ente wvblor se reducis por uétodop avecusdos) deteri:inse
ban una intoxicncidn noxtal adn en cantidodes que cblo contenicn
1/20, 1/50 de dosis heolitice ifni b,-

“s declr que la "toxina zethu%fes la cuussnte de le eccidn eo¢%g

eial del filtrndo de Cl, welchild tiyo /e S8to no excluye 1z poeie
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bilidnd de que lag slteriaciones de le pungre, producide por 1a “to
xinu alfa” buodn tener unt mixyor o rienor inportancis puara el orgte
niaio intoxicado con lu “"zethe toxina",-

Toene108 entongces purn la toxina producide por todas lze cepas del
Cle, welchii tipo / dos constituyentes principeales: alfa y zetha to
xinage Cin enburpgn debe ennpiderurse un tercer co:-iponente, encone
trado hasty shoran en una pola cepag oe truty de la cepn lechien de
Yelnbergy con ella trobujuron Ipsen y Tavoli (1939) (12} encontrsp
do este factor, &l que denoainurxon “"eta” (> ).

Ipscn, 'lewellym, 5alth y Sordelli (1939 (13) confirasron la
exintencin de tales toxinss y ussndo leé noaenclaturs de irigge se
fir-mron que en los filtrados de Cl, welchiil tipo *» podfun presene
tuorge eutos f:uctores en proporciones voriadas:

/F t debil:iente he:nliticun, muy letul, ncorética,-
X ¢ nuy hemolftien, poco letul, rewcoidn hesorrdgica em
la plel de cobéiyoee
hﬁ) : producida por cepe l.echien, sélo letul,=

1A designncidn de estas toxinss condujo & corifusiones, que [.0f
el xo.ento s8e pueden consideray patisfoctorisnente scluyadage Un
conitéd especinluente reunido en Cambridge en 1941, llegdé e un scueX
do cecerca de la nonenclatura de eotos foctores y es dende entonces
que puera los filtrados cde Cl, welehii tipo A se reoonnoen loe 00ne
ponenses antigdnicos niguientes,

netoxr I : T8 letal pnre rutén, necrdtico pars 1la piel de cobayo,

henolftico pure glébulos xojos de oveja en presencia
de iones colcioe Con suero huutno y soluciones de

huevo produce una optlencencic, .ste factor correpe
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ponde & la toxina alfa de Glenny y cols, (10)., Ac-

tualmente se la conoce comos "toxina alfa del Cl,

welchii tipo A".=-

Accién débil e irregular para la laucha por via ve=-
nosa; reaccién hemorrdgica y no necrética por via
intradériiica en cobayos; hemoliza gldébulos rojos de
oveja sin necesidad de iones calcio; es reversible
por oxidacidn; no da reaccién con huevo ni con sue=-
ro; se neutraliza por la antiestreptolisina "o", Se

la conoce comot: "toxina 6theta"o" Theta heunolisina

del Cl., welchii tipo A".=

Probzablemente en 1926 Neill trabajaba con este “factor II" (5),.-

La letra § o theta, fué propuesta por iJac Farlane, Oackley y Ane

derson (1941) (14).-

Por error Prigge llamé "alfa" al factor II, error que fué repe-

tido por Ipsen y colaboradores,=-

in for:ma esquendtica se representa en el cuadro I la nomenclature

de estos factores segin los distintos autores:

--Cuadro I--

P.téxico |¥ilsdon Glgggy y |trigge Ipig;.y Dalliggiigsphens
I A X (1933) f(1936) (1939)| << (1942)
11 e © (19%1) R (1936) | ( » )| © (1942)
111 -- 50 D J1943)
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“n este trabajo usaremos la nomenclatura indicada en la (l-

tima columna,

Lag toxinas presentes en los cuatro tipos de filtra

dos y sus propiedades mds importantes se pueden resumir en los cua

dros II y III,~-

Cuadro II (")

Toxinas presentes en los filtracos

Filtrado oY (5 J 6' g p 6
tipo B + ++t + + |+t ' -t
7 +
tipo C + |r++ + +H | 7]
tipo D + — S — |+t 7 7+ .
Cuadro III (")
Propiedades de 1las toxinas
Propiedad 4 [5 0/ é- & 27 (&4
— —_ — 4
Heumolitica + - + +++
—+ —+ +
Letal + + + +
Necrética +++ | + — —_ —+ — +
Lecttinasa + — T T T T T
/. elable| _ _ _ labit
Accién del calor |edakte | Gabil. |——~—|--—= "0 "
- 4+ 4
Accién del 05 + T e | eereecsbl
Accidén del calcio| -+ Y e Bl —”‘J"—

(") Bstos cuadros fueron extrafdos del artfculo de C.L. Oackley pu
blicado en el Bull of hygiene del 10-1943,- (4™}



Capftulo II

OBJETO DEL DPRLSENTE ESTUDIO

El presente trabajo se iniciéd en la observacién realizada por
Stewart y Clampitt (17) que, cuando el Clostridium welchii tipo A
se siembra en caldo peptonado, adicionado de 10 % de carne molida
y seca produce solauente la llamada toxina "alfa", que hemoliza
glébulos rojos de oveja al § % a 0°, luego de calentamiento previo
a 37° durante media hora,-

Si en cainbio se siembra en el mismo caldo pero sin carne, el fil
trado contiene ademds toxina © que actya directamente sobre los
glébulos rojos al 5 %, a 37° durante media hora, Esta toxina se
la conoce también como la © hemolisina del Cl,welchii,-

Considerdbamos de interés establecer que fraccidén de la carne o
componente de la misma, produce la inactivacién.-

Wl tratamiento de toxinas 6, por la carne, permite mostrar clara
‘mente la desaparicién del poder hemolitico de los filtrados que la
contenian,-

lista inactivacidén es distinta de la que realizan ciertos agentes
oxidadtes, puesto que su actividad no se recupera por la &ccidn de
reductores fuertes, como sucede en la inactivacidédn por oxidacién.-

Ios filtrados de Cl, welchii tipo A, contienen las toxinas alfa
y theta @ . Se necesitaba para nuestros ensayos filtrados con &al-
to contenido de toxina 6 y practicamente sin valor alfa, es decir
toxinas © puras,.-

Este fué el primer problema que se presentd; pero luego de nume=-

rosos ensayos se encontréd el caldo y las condiciones adecuadas pa-



ra la preparacién de 6-hemolisina muy active y sin toxina alfa,

La solucién a este problema permitié ademds estudiar la influencia
de la alfa toxina en la inactivacién de la ©-hemolisina por la car
ne,-

Como resumen de estas experiencias puede desde ya anticiparse que
el factor inactivante presente en la carne es el colesterol, lo que
se confirma por ensayos realizados con colesterol puro.-

El bloqueo o la esterificacidén del grupo (HO-) alcohdlico del co

lesterol impide la inactivacidn.-




Capftulo 171

oRTNCIoN s TA TOXTHA O Y, CTOGTRTDIT O RTTCHIT TIF0 A

GO NALI N DTG

Apesar de los nu.:erosos trabajos conocidos, sobre 13 produccién
de toxina del Cl, welchii tipo A, recién en los de los Yltinos anoe
8e observan algunos intentos phra la obtencidédn de toxinas puras.-

Uon conocldus las tentatives de Prigge psra seperar los dos face
tores téxicos, presentes en los filtredos de Cl. welohii tipo “3
utilizaba cepas seleccionadas y .iedios especiales, sin eubargo no
logréd su intentoe=

Je sabe que la naturcleza del medio de cultivo, influye sotre la
constitucién de las toxinus y pror lo tunto sobre les propledades
del suero antitéxico, Tsto fué conprobado por Stewart y Clsmpitt
(16 (1936) al obtener "toxinae alfa” libre de §-hemolisina usando
oaldos peptonados con 10 57 de ocarne molida y seca, Si en lugsr de
1a carne ge aipde al ealdo "corazédn de buey” taubién se implae la
fornacién de la 6-henolisina y el filtrodo sélo contiene "toxina
alfa” (Bengeton Ida) 1938 (17)ee

segdn fac Farlane y 'night {(18' le toxinea alfa, es una lecitinae
sa2, Teniendo en cuenta ésto, Turner, ‘aly y Prowell (49 opinan
que es posible aunenter le& produccidn de :ss toxina pasuando por e
dios con lecitine, Después de una docent de pasajen por inedlo de
cercbrn 1la capacidad de producir toxina elfa estd aumentzda, pero
se pierde la de produoir toxina he:olftica Q.-

(2ovan jieyningen sepuars toxina alfu de toxina @ por &bsoxcidn con

glébulos rojne de oveja, en condiciones blen determinadas; este né
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todo resulta sin embargo menos fdcil y cémodo que el citado ante-
rioriente,-

g decir entonces que la preparacién de "toxina alfa" pura, no
presenta mayores dificultades, ya que son varios los métodos para
tener filtrados alfa, ruy activos y sin 6-hemolisina (ver trabajos
de De Kruif, Bengston, Sordelli, Ferrari, Gimenez de fAsda, Stewart
y Seal),-

El problema inverso, o sea la obtenciédn de toxina © pura, libre
de alfa, es nmwucho mds complejo. Probable:mente investigadores co-
mo Neill, Wuth, Schnayerson y Samuels trabajaron con este factor
henoliticoe=

La solucidn de este problema era de vital importancia para la con

tinuacién de nuestras experiencias, Felizmente se encontré lue-
go de nunerosos ensayos un nétodo sencillo y rdpido que nos perai-
tié preparar toxinas @, muy activa y con un contenido "alfa" casi
nulo (21).-

Los trabajos de Stewart y otros investigadores han sido una ayuda
valiosa en estas experiencias.-

In todo el trabajo se ha usado la cepa 107, conocida como 107 S,

pasada repetidas veces por cobayos, en inyeccidn intramuscular,-

La técnica de la preparacidén es la siguiente:

87000 DT CULTIVC:s A una parte de carne desgrasada y molida se le

agrega dos partes de agua corriente y se hierve durante 30 :minutosg
se filtra por pabel 10jadoe=-
Al agua de carne asi{ preparada, se agrega 2 /oo de fosfato disé

dico; 4 9/00 de cloruro de sodio; 2 °/o de peptona Parke - Davis j
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8o cloulinizs con lNie husta pHe=i,d (este ctlde esf prepsradco ee
wegignado “caldo bdsico" ).~

Ge vierte pin filtruxr en fruscos erlenuieyer fjyoplades de acuere
Jdo a la cantidad de ouldo requeridu, tenlendo cuidado de Gue siens
pre haya un buen volilaen livie, pucs & veces 18 toxina produce gran
cuntidoud de eapuns (p?r ejeuplos puxa €00 cece de c8ldo utilizar
froscos de dos 1itros)e-

T.oe fragecos llevan un topdn de go: e con un dispositivo part hae
cexr circular hidréAgeno y dos tubos que llegen 8l liquido, uno [@=
ra alcalinizacidn y el otro porc la toum de nuestraes necessrias pa
e rogular el pife~-

/8{ preparado se esnteriliza el nedio & 115° durante 20 niinutos y
pe poca dol sutoclave adn hirviendoe-

e conecta con un epirato productor de hidrégeno, luavuado con B8O~
d8 y permsenganoto (aloalino) y de modo que el aire no llegue & es-
tuar en contiucto con €l  .edioe-

Se ngregsw una solucidn de glucoss al S0 °/o. esteril, e¢n cantie-
dad suficiente pora que el meuio contenge 1 °/o de glucosai se utl
1iza paru ecte® agrdgudo el tubo Gue estd menos hunuido en el 1lie

qQuidoe=

CO.7Ivn e 817U 1 Ias cepes conservadas en gar o en Tarozzi

plerden 1z cnpacidud de producir toxina € nuy sctiva (Turner, 7aly,
:'rodwell) (19) en canbio 1la conservan si se las gusrda desecadas en
vooio, ors ello ee ust el édtodo aplicedo corunnente en el Ineti
tuto Bacterioldgzico “Carlos '‘albrédn” para conservacién de cepspge=
Cukndo 18 Lacteria ha dinsainufdo ou poder téxigeno &, se lo juee

de recuperar por phapujes por cobayosge (alcanzaban & veces hosta
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tres y seis pasajes), Pareceria que alguno de los cultivos obteni
dos fuera mds toxigeno que otros.-

El cultivo para la sieubra se prepara en tubos de Hall con 50cc.
del mismo medio bdsico para producir la toxina; se utilizan culti-
vos frescos de 12 a 16 horas de incubaciédn.=

PRYPARACION ¢ Se siembra el frasco de toxina una vez enfriado

convenientemente, con el contenido de un tubo de Hall (50cc.) por
el mismo tubo que se agregd la glucosa y se incuba a 37°; durante
todo el tiempo del cultivo se hace pasar hidrégeno,-

El desarrollo es rauy rdpido y muy intenso, con producciédn de gran
cantidad de gas; a medida que se desarrolla la alcalinidad se reduce
y debe ser mantenida por adicién de HONa esteril al 20 9/o¢, En ge-
neral se agrega de 2 a 5 cc. de HONa por vez, los intervalos son de
10 2 15 minutos; el pH oscila de 7,4 a 7,8,-

La deteruinacidén del pH se hace sobre muestras, que se towran con
una pipeta, por el tubo que estd mds introducido en el liquido; por
el nétodo colorimétrico (fenol red) usando tubos estériles y con las
precauciones de asepsia necesarias para evitar la conteaminacidn del
medioe=-

%n general entre las 5 y 6 horas, la operacidén estd terminada; se
hace pasar hidrégeno por unos 15 minutos més; (30 a 60 burbujas por
minuto); se cierra el tubo de escape con una pinza; se tapan los tu-
bos de vidrio y se deja el frasco bajo presién de hidrégeno del apa-
rato de Kipp, que permanece co:wunicado por el tubo de admisidén.-

Asl queda por unos & tres dias a la temperatura del labotatorio
(nds o menos 20°); en cualquier momento se pueden tomar muestras te-
niendo l& precaucidn de disninuir la presiédn de hidrégeno pues de

otra manera se escaparia el liquido por el tubo de toma de muestra,-
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La .archa del proceso puede seguirse mds facilmente mediante los
protocolos siguientesn:
Caldo béaico: 3.600 ece3 glucosu (50 %) husta 1 73 oultivo 107,

eeis pasajes cobayo, conservada en vacfo.-

TI 40 G4 S pH LoKa 20 % | pH
15,20 Rd ' 796 3 co 748
15,35 i 76 3 ec 758
15,50 i 764 - -- 736
16 ym= £ 7okt 4 eo 7,8
16,415 e 7€ 2 748
16,40 FAL 7.4 7 8
16,50 #F¥ 7,2 5 748
17,== Frd 7ol 4 746
17,10 Ard 792 5 706
17,20 ArA 742 5 7s¢
17,30 i 742 5 706
17,59 Fh 7ok ¢ 746
10y~ d 7okt L 758
16,25 A 7,2 6 746
16,40 ¥ 7,2 7 7ot
18,50 Y 742 6 7,
19,10 #K 7ol e 740
19,10 i 792 7 708

Ia toxina for-ada 8l terniner la incubacidn & 37° estd constituf

da por una nmezcla de<xfy 8, 86lo 8l cabo de 1 & 3 dfan, depaparece
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la toxina°< s mientras que la toxina @ disminuye poco o nada su ac
tividad, #n este rniomento se filtrs por papilla y por filtro Seitw
y se obtiene un filtrado muy téxico de toxinus @ practicasaente li-

bre de toxina <>< °=

TI490 GAS pH Hore 20 % pH
16,20 o 8 acon .
16,435 #¥ 790 —eee cee
16,45 #F 700 ———- ---
17y=- #ré 706 748 see= .-
17.10 KAk % ——ee .e-
17,425 i 796 c—ee P
17,35 £rF 79l 2 cc 746
17,50 FF 7okt 2 cc 76
14,10 poy; 70k 2,5 ec 796
1¢,20 i 7okt 2,5 cc 7,6
18,30 g 7ol 2 ce 76
16,45 i 7ol 3» 790
18,959 i 796 c——e .-
19,30 £ 70l 2 cc 7.F
19,40 £ 7okt 3 oo 706 78
19,50 £ 79h 3 ec 746
20430 ¥ 7,4 3 cc 748

burante todo el trabajo se prepararon cantidades distintas de toe
xinue, los resultados y el conporteaniento de la toxina aieﬁp:e ha

sido ¢l mismoy snlvo en contadas ocasiones el vulor & disainuyé,
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cuando se dejaba en contacto con hidrégeno a la te:peratura del
laboratorio,pero en genersl sdlo desaperecia el valor alfa, per-
maneciendo constante el de 1z toxina hemolitica .-

Cuando el pH no varfa e, se suspende el agregado de dlcall,
despuds de 19 minutos se oler:a el tubo de escape y los de sdicién
de reactivos y toma de nuestra, dejando bajo preeidn de hidrdgeno
a la toxinge=

los valores de toxina @ y o desde lus 1Y,10 hs, en que el depbe

rrollo termina, hapta guatro diss después son los siguientes:

.
TLaIP0 VAIQOR VAIQH ©
Lecitinasa lHe:id1isie por 0,5 cce
Gldbulos xojos de oveja 5 %
1 ufa 0,0038 # 0400016
2 diae 0,015 § 0400016
3 dins 0,06 4 000016
4 dias 0,8 / 0,00032

2) Caldo 1250 ce., glucose haste 1%, cultivo cepa 107, & paeajes,
conservad:: en vac{o, sembrar con contenido &e tubo de Hall, de 18
horas.=

Los valores obtenidoé. en este caso son los que figuren 5 contis-

nuacidns
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TIIP0 VALOR 0( VALOR @
1 dfa 0,007 0, 00008
2 " 0,06 0,00008
3 " 0,5 0,00008

51 protooolo que oorresponde & la toxine, cuyos valores figuran
en el cuadro II son los que se encuentran en el protocolo de la pd

gina 17. -




LITUTIINACION T L ACTTVIDAD DF LA TevDN 8

(Te {ULOCHEIT

Control de lap toxin&s que la Bcomj8ién

a) ToIns 0% L. TOXINY @ ¢ 1a concentrucidn de toxina @ se mide,

por su accidn heolitica frente & una suspensidn de gldbulos rojos
de oveja al 5 % y & 37¢ durante nedia horua, iste método du viloe
reg guficientenente oxactos pura medir la toxina €, adn en presene
cia de toxina alfa, n priser luger porque la "alfe* toxina ads ag
tiva que se hn preparado tiene un titulo he:nlfitico diez vecen ine
ferior, a los que 86 obtienen pura dbuenos propuarados de €-henoclisie-
na y en segundo lughr porque la henblisis por la toxina "alfa® se
produce aantenidndole a 0O° :odiz hora desjuéds de colentarle a 37°,
Coan ejenplo de maedida de ests toxine & puede verse el yrotooolo A

cue es tipioo de entns experiencics.-

HBO'OCMYG A

o0 v 2| 3| w | 5| 6| 7 | s
4 133’;*}?\‘“32 o . [1720711/200) 1M00|1/67 1/26:20| 1/3200| 1/4400 (1/1280¢
Ui oloe
G14bulon raojos , . _ o
(B10Ds5 " on 0afe u cnddo tubo Ct,?/;':?c:3 %e suspensidn 81 5 =,
le18linin n 1 1 H H H H H

8e fet soluc.fisioldgice.-
8 corrionte expresar Gue la toxina @ tiene uns actividad hemoll

tica de 1/1257°0 ¢ 1/640~, Xuestros :1edios contenicn hebitunlnente



@-herolisinus mits activas cn diluciones de 1/12,600 y 1/6,400,10
que significa que 0,00016 6 0,0000L cc, del medio original bastan
pars he:olizar los glébulos rojos de oveja a8l § &, 8 370,

18 dools mininma que produce hendélisis total suele denominarse dp
sis hesolf{ticu niniuay "dsheme",-

¥n el protocolo arterior: 1/100, 1/200 ete, siunifican las dilue
cioneas de la toxina y con "H" se expresa la heandlicis total, "C,H"
casi henélisis (este notecidu se usard en los protocolos eiguiene

tes),~

b) 01D DE TONIYA “elfals 1a toxine elfa de un filtrado de Cl,
wvelchii tipo A me puede ﬁitular por su accién hidrolizante sobre la
lecitina de la yemu de huevo, en presencia de iones ocalcio, iste
ensayo 8e conoce coio reaccidén de lagler,-

l.os 4cidos gresos separados preoipitan bajo forqe de sal de cale
cio y dan una opalescencirn que se observa facilmente.-

Se edpl;a suspenaién de una yems de huevo en 500 cc, de soluoién
fislolégica, que tiene 0,5 °/oo de cloruro de calcio,-

Para tener suspensiones finas y homogeneas se filtren antes de
su eupleo por papilla y por Ceitze=

Coino 1a toxina @, no tiene actividad hidrolizante sobre la leci-
tina, esta reaccidn per.iite 1edir la cantidad de toxina alfa, pree-
sente on una toxina® y aun esteblecer su ausencis,-

21 protocolo B es tipico de una de estas experiencias,~



PROTOCOLO _B

Tubo 1 2 3 L 5 6 7 8

Toxina

(dilufda en s.f.)| /2] 2/ 1/8 |1/16 [1/32 |1/64 |1/128 | 1/256

8ol. huevo a cada tubo 1 cc. de la suspensidén indicada
Yo b IFS.

Opalescencia | Adk| AAA| dikd | dhdk | Hhdd | dkh | ddk 7.

En este protocolo figuran: las diluciones de la toxina en la se-
gunda linea 1/2, 1/4, etc.j la cantidad de solucién de huevo afirdida
en 1la tercera, y el ndnero de cruces, en l1la 49 l{nea indica la inten
sidad de la opalescencia producida,=-

El d1timo tubo que presenta opalescencia seflala el limite; la can-
tidad de toxina que contiene el mismo, se considera comos "dosis 1{-

mite de actividad lecitinasa", Para establecer esta dosis se compa-

ran los tubos de 2a serie con un tubo testigo que contiene 0,5 cc.
de solucién fisioldgica y 1 cc. de suspensidén de huevo.-
En nuestras toxinas el tubo limite suele encontrarse entre 0,007 y

0,0038 cc. es decir entre las diluciones del 72 y 82 tubo.-

¢) PODER TOXICO: Esta determinacién se realiza por inoculacién endo

venosa de la toxina © filtrada, & ratén blanco (15g.). Se trata de
establecer 1a dosis minima que produce la muerte del animal en 24 hg
ras, -

En los ensayos realizados por nosotros la "dosis letal minima" se

encontraba entre 0,02 y 0,005 cc, del filtrado original.-



23

d) PODER NICROTICO : Se determina por inoculaciédn intradérmica de

la toxina @ filtrada a cobayos,.-

Se trata de establecer la dosls minima de toxina €, capaz de pro
ducir lesiones necréticas de Smai x 5mm en 1la piel del cobayo. A
estea dosis se 18 denomina "dosis necrética minima" (den.m.).-

En nuestras toxinas esa dosis se encontraba entre 0,04 y 0,01 cc
del filtrado original,.-

Es interesante peilalar que la relacidén entre la d.l.m. / d.h.m,
es aproximadamente igual a 100, esto no tiene otro significado que

el indicarnos que ambas actividades guardan una relacién constante.-
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“apftulo IV

SSTUNID 03 LA ACCTINN 0 1A CARN G, BUS ZNTHRACTOS
CIPRSYRESISE SEIES )  EEETREEERE  SEh

YV DIOTINDES TRACCIONTH

jura llegaxr & la oonclusidn que el colestexol era lsc substancia
contenida en la carne que inoetivabe la toxina &, producide por el
Clewelchii, tipo A en las condiciones que se han sefwlado fué nece
eario froceionar 1a misna, de acuexrdo & los méfodos clfsicos,-

in todos los capos s@ utilizd un preparsdo conteniendo toxina &
capuz de dor heidlisis total, en diluciones no menores de 1/3200,
habitual.iente :wucho :Byorec,e

Un voldnen de este preparado (5 cc) se mezcluban con 1 g. da oax
ne o uns fruceién obtonidu de le nisgma, equivalents a ese cantidad
Y se incubaba a 379 duronte una hora, /1 oubo de epe tienpo se ti
tulaba la actividad hemolitica, eonperdndola con 13 de la toxina
original, soaetida & lo :nis:e incubscidn pero sin carne, 18 dife-
rencie entre anbos valores deba une medida de la incetivacidne-

la aceidn inanctivante de l& corne sobre lo toxinas 9, se recliza
tanto sobre un ocultivo de Li horas conteniendo los géraenes Gue en
el oe desnriollun, (lle:mdo %8 « cultivo”) co:o sobre ese cultivo
centrifugado a 2000 Teme 10 Que €linine 1&8 nByor parte de los géze
menes {(llanado toxinn "6 - centrifugrda”™) o sobre toxina contenide
en un filtrado por Seitz del ocultivo prinitivo {llausdo toxinc & _
£iltrada’ o«

Se dotermindg simul téneaiente la cantidnd de toxine alfa contenie

da on los preparados anterioras,-
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I/ ACCION 15 LA CANID, OODNUL TONINI @ 0, Clg 3003 2IP0 A

l.os priaeros ensayos efectut:dos con earne total de.ostrororn Qque
en detoerninadas condicioneusy, era neceocuria una ciexrta cantidosd de
toxina alfa en el nedio pere que pudiert producirse la inactivue
c¢idn de toxina @, los protocolos I y II muestrur perfectanente ep
ta {nflucencin,-

Cuando 8lfn toxinn estd .resente, poro en muy pequeil® concentiae
cidn, la Q«toxine no ec inuotiva, cunlquiera que see el tr:tuaiene
to onterior (protocolo I)e=

A medida que la concontrucién de toxina alfa en el filtrado va
auientando, 1la inactivacidn se hace rnéds intensa, (protocolo II),

.uu accidn de 1a toxiuk alfa pe confirnd, emplesndo toxina &, 1}
bre de elln y a la cuul e aufrdid una centidad de toxina alfe, Ue
nk aexperiencia de esta claase es la Qque se deceribe en el protocolo
111, Ia toxina ® de vilor o titulo henolitico 1/3200 lo umntiene
a pepsar de incuborse & 37¢ durfinte una horg&, pero en €a~itio por ang
dido de 2,5 ¢c do toxina alfa de vilor lecitinese jguel & C,003,
dianinuye a 1/1A00 cucndo le mezele con e2rne se murtiene en cone
tacto 10 inutos y dejdndola durante 1 hore el valor he:anlitico ba
ja a 1/100, es deocir ce atendn 32 veces. 'Bto sucede tAnto con un
cultivo de toxina & que se ha filtrado por {‘eitz cono pRra ese cu)
tivo, pero oentrifugtdoe=

RIEHEEOFID !

tisulo titulo

I
iniciel | fined tenuace

Toxinag @ (Vulnr
et xatode cons
culiivn dirg 0,5 |lge.carne 1lh3i7e |1/12000 ¥11/12000 H ()
centrifuge Te9 |” " " 1/12600 H|1/12000 H 0

0

£1lixuda Ce5 |” " " 1412800 H| /12050 |




PROTOCOLO Il
TOXINA © | VALOR Tratada con: Titulo Titulo | gtenuad.
alla inicial final
@ filtrada| 0,015 £|lg.carne,lh 372 [1/3200 H |{1/400 H . 8
sin carnelh 37¢ {1/3200 H |1/3200 H 0
@ filtrada|0,25 £ |lg.carne 1h 372 (1/3200 H |[1/1600 H 2
8/ carne 1h 379 |1/3200 H |1/3200 H o]
@ filtrada|0,5 £ [lg.carne 1h 37¢ [1/3200 H [1/3200 H 0
s/ carne 1lh 379 |1/3200 H |1/3200 H 0
Irotocolo IIX
Toxina 47Valor Titulo :
filtrada alfa Tratada cont {é?g%gl final Atenuacién
lh.a 379 sin car.
5 ¢cc (0,5 F |pe. 3 1/3200 H |1/3200 H 0
lh.a 2 con 1lg.
5 cc (0,5 ¥ carne?7 & 1/3200 H |1/3200 H 0
10'a 379 con 2,5
2,5 cc  |0,5 ¢ ggrggx.&lfa y 1g {1/3200 H |1/1600 H 9
lh a 37° con 2,5
2,5 cc  |0,5 -F|cc. toxina 21fa |[1/3200 H |1/100 H 32
Y lg. carne,

la toxina ensayada en la experiencia del protocolo III no da rea-

cciédn de lecitinasa, lo que permite considerarla practicamente 1i-

bre de toxina alfa,

Los ensayos realizados para confirmar esto,

muestra que 0,5 cc del filtrado que contiene la 8-hemolisina& no pro

duce opalescencia con 1 cc de la solucibén de yema de huevo.-

Esta toxina @, pura, libre de toxina alfa fué preparada siguien-

1]
do el método indicado en la pdginavde este trabajo.-
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2, FRACCIONAMIZITO Dii LA

a) Ixtracciédn de la carne por

TRACC INNTS

SOBRE LA TOXIA

()

CAR'3: Y BNSAYO D3 LAS DISTINTAS

alcohol absolutotr El primer fraccio-

naniento que se hizo de le carne seca (carne molida, extraida pree

viaiente por ebullicién y secada repidemente) fué obtener un ex-

tracto nlecohdélico de la nisua,

to siguientes

1a carne es gozetidue al tratamien-

Una cantidad conocida de carne seca se extrae varies veces con un

voldmen adecuado de alcohol hirviente, los extractos alecohélicos

reunidos se evaporan y suspehden en solucién fisioldgioa,-

Los ensayos realizados cons extracto alcohdlico y carne extraida

demosfraron claramente que el factor inactivente era extraido por

el alcohol,~

“n todos los casos se usd una proporcién de extracto alcohdlico

equivalente al gr&mo de carne habitualmente empleado para § cc de

toxina, (iI’'rotocolos IV y V)

J'ROTCCOIO IV =

[V
TOYina © | Valor|toxina - Titulo Ti{tulo
£11trada | 81fa |cgreg. fratada con iniciel | finol |Bten
5 ce 0.5 ’( - - o e lg. carne lh 379....... y1/6l“00}l 1/6“001{ O
2. 5 ce O.S # 2’500 lg. carne 1lh 3700..0000 1/6“00” 1/100 H| 64
5 cc¢ 0,5 | ===== lg.resid.alcoh, 1h 379, (1/6400H | 1/F4O0H} O
2,5 cc 0,5=-£' 2,5cc [1g.xesid.alcoh, 1h 37¢,|1/6LOOH | 1/6LOCH| O
5 cc 0,9 F| e==== ((1g)extrac.alcoh.lh 379 [1/64OCH | 1/6LOOH| O
2,5 co 0,5 £ | 2,5ce |(1g)extrac.alcoh.1h 379 |1/6400H | 1/100 H| 6k
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-n el protocolo IV l& priners expexiencia confirw 18 inectivee

cidn de 1a toxina & por la ocixng en pregencie de la toxina alfa,

la segunds experiencia nwuestra que el extrocto nlcohdlico contie

ne todn el podexr innctiveonte, lo cuexl estd confir:ude ypor que el

resiliuo ha perdido totulimente oge poderee

ia {afluencia de 1la toxine &lfa que le seiglarfa en:io un factor

neorsurio en la inactivaoidn de toxine 6 por onrne y por extracto

nleohélico de la nis:e, desapnrece paxa esta dlti-a fracoidn si se

auntiene toxina 8, por lo menos U Yorue & =78¢, (I'zotocolo V).~

;aro gataug experiencics corn toxina congeloda se ha utilizado tan

86lo toxina filtradan y para diferencitrle de 1o que tin Lo gldo soe

metidn a este trataaiento lo deno-inkresos "toxine filtrede congee

18do” (2 8 ¢Ge ")e=

novatare v

“oxint | Velor | Toxinox - “itulo TLtulo

Q fecp|c 2T Lre @us iratads cout inicizl final Atene

5 0C | 0354 | ewwnee ly,renlcecleohelh 37¢ | 1/CL00 4|1/C400 H| O
295 ce | 0,54 | 245 ee [Jeerenidetlcohelh 370 1/040n 11[1,/4hc0 1| O

5 e | ¥ | meeee= (1;)extraocealcochelh37e | 1/6L00 H|1/ 100 H| 64
255 co | N,54 | 2,5 ee (ip)extrreenlenhe1h27¢ [ 1/7L0OG 17(1/ 100 K| Ah

Teniendo ou cuenta que la fraocidn intctiviante de 1z cryne era extref

da por el aleohol, se fruceiond wicho extracto ;or treterniento con

distintos isolventes orzfnicos.

il extrxactn alecnélico tretése

con eter otflico teniendo asf 1c frmecidn soluble e insolulle en

eter; tratando la parte soluble en eter con &cetong, queda unas 12

ccidn eoluble y otra insoluble en ese sclvente (ver el esquems sie




guiente),~

Uxtracto.

N

alcohdlico

con éter
_ 3

”Insoluble éter

Insoduble acetona

>Soluble éter : con zcetona

Soluble acetona,

Los resultados de las experiencias con estas fracciones figuran

en el protocolo VI,-

PROTOCOLO VI

Toxina| Valor| Tox« T{tulo T{tulo
@ filtialfa |agreg; Tratada con: inicial final Atenua |
1)5 ce | 0,5 =|-==- |lixtracto alcoh. 1h 379 | 1/6400 H| 1/6400H| ©
2)5 cc " of|e=== [Soluble en éter 1lh 379 | 1/6400 H| 1/100 H 64 .
3)5 ce # w|e==- |Insol. en éter 1lh 379 | 1/6400 H | 1/6400H| O
k)5 ec | " <|-=== |[Solub.en acetonalh 379 | 1/6400 H| 1/100 H| 64
5)5 cc| * «|-=-= |Insol.en acetonalh 372 | 1/6400 H | 1/6400H| O

La primera experiencia confirma que la inactivacién de toxina @

fresca, por los lipidos contenidos en

realiza en ausencia de alfa, mientras

el extracto alcohdlico no se

que para la congelada (1'),

Protocolo VII, la inactivaciédn se produce en ausencia de toxina al

fa,

las experiencias 2 y 4 muestran que las fracciones:soluble en

éter y soluble en acetona tienen poder inactivante sobre la toxina

@ fresca adn en ausencia de alfa, como as{ también sobre la toxina

© cg. (2'y 4', protocolo VII).-
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PROTOCOI.O _VII

o ©| aleriZoxel  mratads com | ife| TIe | aveg
1' 5 ce 0,5 | =--- |[Extrac.alcohél. 1h37¢ | 1/6400 H|1/100 H| 6k
2' 5 cc " -=- |Soluble en dter 1h37¢ | 1/6400 H{1/100 H| 64
3' 5 ce " e== |[Insol. en éter 1h37¢ | 1/6400 H|{1/6400 H| O©
4! 5 cc " --- |Sol.en acetona 1h37¢ | 1/6400 H|1/100 H | €4
5' 5 cc " --- |Insol, acetona 1h379% | 1/6400 H|{1/6L00 H| O

Lag experiencias 3 y 5, 3' y 5' de los protocolos VI y VII mues-

tran 1a poca accién inactivante de las fracciones insolubles en éter

y acetona,=-

Se observé al ensayar estas fracciones mds purificadas que las

mismas atenuaban la toxina 6 tanto en ausencia, cono en presencia

de toxina alfa, y esto ocurria tanto para la toxina congelada a=-78¢

como para la que no se habfa sometido & la congelacién.

Es decir

que todo se comportaba cormo si & medida que aumentaba la purifica-

cién de los 1lipidos estos adquirfan une accién inactivente mds di-

recta sobre la toxina © no congelada, que nd requeria la condicién

hasta entonces necesaria para la inactivacién como 1o era en la pre

sencia de toxina alfa,-

2.- b) EXTRACCION DE L! CARNE POR ACKTONA , -

A los efectos de tener mayor material se procedid a tratar la car

ne con acetona, puesto que el extracto cetédnico contiene substan-

cias que poseen mayor actividad.

El extracto cetdnico se preparé



en la siguiente fornayg

Una cantidad conocida de corne se trata con acetona, se deja 2
horas en contacto tratando de tgitar el nayor tlempo posible, se
evapora y suspende en solucion fisiolégica, La suspensién que se
prepara contiene una cuntided conooida de substarcias extraidas por
oce “8Bto peruite poder co.;82rar los resultnodos de los ensayos con
lug distintes fracciones, iin el protocolo VI11, se puede obsexvar
la inactivacidén producida por el extrscto y la occrencia de =ceidn
en este sentido por lo carne extranida, l.os resultados con distine
tan partidas de toxina 6 congeleda o sin congelar perniten confire
nar los obtenidos anteriornente,

;ROTCCO0Ie VIYY

‘oxina = | Duspensnp xtracto - Titulo | Tftulo | sie
congelrds cce |alcohdl. ‘rstudos con inicial| finsl &
pre,)u-rﬂ 2ce 0,24 g |5 0c tox.® cge.lh 37°|1/3200 H[1/100 H| 32
da el loc 0,12 g " ¢ " 1/3200 H|1/100 H| 32
9aiely ] 0,5cc 0 06 " "o " 1/3200 K|1/100 H| 32

0425co | O 03 g " noo 1/3200 H[1/100 H| 32

0,125 | 0,015 | * .o " 1/3200 1|1/100 H| 32
8 prepe
riai: el | idem idem iden 1/6400 11|1/100 H | 64
22-Yei3
Q@ prepa-
ruda el luen iden idenm 1/3200 H{1/100 H | 32
EOXI-IJ_'}

residue ‘

® toxin: | ==== rcetdnico 5 coc 6 Cge 1/3200 H[{1/3200) | ©

Lus rnignps experiencias ocon @ filtrada sin congeler dieron los

misaod resul tidoBe=




kS

2.= ¢) EXTRACCION DY LA CARI IOR 11, JT R DE ILYROTED 1

“sta accidn intensa del extracto cetdnico hizo sospechar que ella

pe debla a las grasas o a8l colesterol libre o estexrificado, 1o cual

se hizo 148 verosimil cuando se observd que un expracto de eter de

petréleo de la carne total contenia substancias de 2lto poder ineg¢c

tivante, cuando se trataba la ©-hemolisina,(protoc, IX',=

7
4 N,

TOCOLO  IX

. - ' o ixtracto| Titulo Titulo ’

foxina rratada con u:ggsn dtor petl inicial final ten,

2ec | 0,3 g. 1/12800 H| 1/10C E 128

@ fil,|ixtracto éter lece | 0,15¢. 1/125c0 H| 1/100 H 128

0p5¢c | 0,07:. 1/12570 H| 1/100 H 128

ese |de petréleo 0,25ce | 0,003vge. | 1/12800 H | 1/100 K 128

@ filt|Residuo éter comee 1l g 1/12600 H| 1/12800 H| O©

CEe de petréleo weeme [ 0,95 g 1/12800 H | 1/12800 H| O©

6 filt}] xtracto éver 2cc | 0,2 g 1/3200 I | 1/100 H 32

lce | 0,1 g 1/3200 H | 1/100 H 32

frosca| de petréleo 0y5cc | 0,055, 1/3200 H | 1/100 K 32

0,25ce | 0,025g | 1/3200 ¥ |1/100 H 32

@ filt| nesiduo éter | eeee= 1l ge. 1/3200 H | 1/3200 H (o]

cge Je petrdleo cmmee | 0,5 g 1/3200 H |1/3200 H 0

Dara diferenciar entre la accidn del colesterol y de las grasas,

se saponificd la fraccidn soluble en dter de petrdleco por los mée

todos

clZnicoBe=

~1 ensayo de lae iracciones obtenidits demuestre pin lugsr a due-

das, que el principio inactivante se encontruba en 18 fraccién ine




saponificadble,-

SADONIRICACION DT, TXTRACTO 535K 0 L7I050170

Se trata una eantidad conocida de carne, con éter de petréleo
(varizs extraceiones) se filtra en caliente y queda asi: un extrag
to (&) y un residuo (b)e=
il extracto (a) se truta con potasa alcohdlica al 0,1 N, se &gita |
fuerteente y los dcidos grasos pasan por este tratamienpo &l esta
do de Jabdn potdsico, mientras que el insaponificable queda disuel
to en el éier Je petrdfleo. XBte se decante en un baldn y la solue
cidn de Jjabones potdsicos se extrae por dos veces con dter de pe-
tréleo. las soluciones c¢téreas se 1eunen con la primera, Be evie
poran y el residuo se suspende en solucidn fisloldygica, tenemos usi

el "insaponificable” (c)e

¥l residuo (b) se trete por alcohol hirviente y se obtiene de esg

ta :anera un ecxtracto nloohdlice (d) y un_xesiduo slcohdlico (e)e

ia solucién de jabores potdsicos se diluye con agus, se acidifica
con HC1l puro y se extrae por tres veces consecutivas con éter de
petrdleo, se filtra, evapora y suspende en solucidh fisiolégica

"deidos grasans™ (f) . Yrotecolo Y.

"ROTOCOIO X

-oxind Pratada con: T{t,inic. | Tft.final | Aten.
1l @ f.f|0Cyls 1fpidos totules 1h 37¢ 1/2200 H 1/3200 H ¢}
2. @ £,f|0,1g extrac,éter petr.lh 37¢ 1/3200 H 1/100 K| 32
3e © 4f|0,1g extracto cetdnico 1h 379 | 1/3200 H 1/100 H| 32
b, 6 £.f|0,2g dcidos grasos 1h 37¢ 1/3200 H 1/3200 H 0
S5« © f.£|0,2¢ ineeponificabtle 1h 37¢ 1/3206 11 1/100 H| 32
Ge & £.f|1,05; extracto alcondldlh 37¢ | 1/3200 H 1/3200 H 0
7¢ @ fof|xtracto alenh.(d) y extrac,

{éter de petréleo (a) 1lh 37¢ 1/3200 H 1/100 H| 32

continda Irotoc, X




Continda :rotoco e

.
Joxina ‘ratain coni T2tulo Ttulo Atonuce,
infcicl finel
1' 6 Yoz, | D1 1fpidon totelen 1R3I7T| 1/3200 11| 1/17°C X 32
2' G foge | Ded(r extruceéter petxlhi?e| 1/3260 K| 1/170 K 32
3' @ fee,. | NyR2 extrac.catinico 1h379| 1/3200 ¥ | 1/1°¢ X 32
' & foue | 028 ticidos grumos 1h37¢ | 1/32c0 h 1/3260 H 0
59 Q farg | 0,2 tnannonificuble 1h37¢| 1/3200 M| 1/100 H 32
6' & fege | 0,05 extinceBlooh, (d)1h37¢ 1/3200 H | 1/3200 H 0
7' & forp | “xtrae.plenh, () y extrne, ,
éter petroleo (a) 1h3}7°| 1/3200 K| 1/100 H 32

la circunstuncin conocida de que ess freceidn

(a) ea alitanente zi

ou en coleaterol nos indujo & enpayar su aceién frente & la toxine

@ con el remuliido que ye hexwns enunciado al uesoritvir las expexriep

ciun, que pesefa unm nccid: inuctivinteee
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CAPITULO V

ACCION DEL COLESTEROL PURO Y DE SU ACETATO SOBRE LA TOXIFA © DEL

CL. WELCHII TIPO A _

El tratamiento directo de la toxina 6 con el colesterol permite

confirmar su accidn de inactivacidén sobre la misma.

Tratada una

hora a 372 con una suspensién de colesterol en solucién fisioldgi-

ca, pierde su actividad hemolitica,

Esto se produce tanto con la

toxina recien filtrada como con la toxina filtrada pero comserva-

da congelada a -782 auyn en ausencia de toxina alfa (protoce XI).-

La toxina incubada a 372 sin colesterol, no modifica su actividad

hemol{tica. Por otra parte el colesterol no produce hemdlisis de

glébulos rojos de oveja al 5% y a 37¢,.-

PROTOCQLO XI

Suspensién T{tulo T{tulo

colesterol Tratada cons inicial final Aten,
2ce (0,1g) 5 cc tox. @ f.f, 1h 372 | 1/212800 H | 1/100 128
lce (0,05g) " 1/12800 H | 1/100 128
0,5cc (0,025g) . 1/12800 H | 1/100 128
0,25cc(0,012¢g) " 1/12800 1/100 128

2 cc 5 cc tox. © f.cge 1h 372 | 1/3200 H | 1/100 32

1l cc » 1/3200 B | 1/100 32

0,5 cc o 1/3200 H | 1/100 32

0,25cc » 1/3200 H | 1/100 32

Los ensayos se realizan con toxina congelada a

-782 (f.cg.) ¥y




sin congelar (f.f).

El comportamiento del colesterol en ambos casos es el mismo., L&
suspensidn de colesterol utilizada en los ensayos se prepara en la
forna siguientes una cantidad conocida de colesterol se aisuelve en
alcohol o acetona, evaporando y suspendiendo el residuo en solucién
fisioldgica,.~

Conocida la accién del colesterol se intentd determinar la natu-
raleza de esa accidn.-

El ensayo con acetato de colesterol, muestra que la esterifica-
cién del colesterol impide la inactivacién de la toxina © del Cl.
welchil, tipo A, Para llegar a esto se realizaron las experiencias
siguientes:

Se preparan soluciones alcohdlicas de acetato de colesterol y co
lesterol, se evaporan ambas y suspenden en solucidn fisioldgioca (es
conveniente conocer la cantidad de substancia por cc. para poder
comparar los resultados).-

Fistas suspensiones se mezclan con 5 cc. de toxina filtrada y se
incuban a 379 durante una hora, Ademds la toxina sin colesterol y
sin acetato se lleva también a la misma incubzcién durante una ho-
ra, Al cabo de ese tiempo se titula la toxina y se compara con el
valor original (protocolo XII),=

Bl acetato de colesterol se prepard en la siguiente foraa

Se calienta una solucidn de 5 g. de colesterol en 7,5 cc., de
anhidrido acético, enfriar, filtrar y lavar el producto con alcohol

met{lico.~



iz

PROTOCOLO X111

- GocederscJol T{tulo Tftulo
Suspensidn | Mo lratada cons inicial | finsl Aten,

2ce colesterol| (0,058 Sce tox.® fof 1h37¢ | 1/3200 H| 1/160 H | 32

2cc acetatocol} (0,05) 566 toxe. €f.f 1h37¢ | 1/3200 H | 1/3200 H o]

200 colenterol| (0,05} Soe tox.8 feg.lh37¢ [ 1/3200 H |1/100 H | 32
200 ecatatocoly(0,05g))500 tox.® feg.1h37¢ | 1/3200 H | 1/3200 H 0
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CrIITUT.O VI

ACTIO O AGITIS RUVICTNNNG SOMRYL LA TOXIN' & INACTIVAD® FOR

Ciailt Y POR COLCTUROL

’as gonocido el hecho q e 1le toxina 6 hemolitica del Cl. welchii

cuando se inzotiva por oxidzcidn, recupera su actividad por agene
tes ruductores fuertes, .in nuestrus ensayoe gfe ha utilizado una

solucibn de S204Ha2 al 107 .=
Ia ineetivacidn de la mis:mm toxine por el colesterol, por la eag

ne o extruocto de 1lfpidos que lo contengan es de un cardcter difpe

rente a los anteriores, pues no se produce la reectivaeidn por los
1ceductorese (protocolo XITI

PROTOC™NL  YITT

TITUT.0
TOYTHS HEROLIT,

l1,7Toxina filtrada originﬂlogioooooooo-ooooooooooooooooooooo 1/12800 H

2,Toxina filtrada.-por 0x1diic1bNeeseccacsccsncvtacescenscsas| 1/1C0 H

3JeToxina filt,oxidada tratoda por suluc, de 2204ta2 sl 10 %
Aurente 20 2 37T eccessvsecsscesssecoscassscssscnssssssces| 1/AU00 H

La,Toxina filtrade, tratada por ocarne l1h 8 37C,eesecccesses| 1/100 H

LbeToxina filtrada, inectivade por cearme, tratads con soluch
Jde Szohnﬂa 10 % durante 20' & 37% cesesccectcsssssscsses| 1/1C0 H

5a, oxina filtrada, tratada por colesterol l1h 8 37C.seeseee| /100 H

SheToxina inactivada por colesterol, tratada con solucidn
ue Saouxaz 10 % durentie 20" 8 37C,.e0e000000000s00000000s|1/100 H

“n el protoocolo anterior, se puede observar Qucla toxina & del



2

Cle welchii de valor hemolitico inicial 1/12800 H, lo pierde por
oxidacién (experiencis 2),-

Si esta toxina oxidada se trata por reductores fuertes como el
8,0,y (un oo, de toxina para 0,1 cc solucidnsg ue Sa04Na, al 10%)
9 vuclve & titularse, el poder hemolitico se recupera cael totale
mente (experiencia 3),=

Hete trataniento aplicado a la toxinea insctivada por la carne o
por el colesterol, no pernmite recuperar el poder hemol{tico, como

puede observarse en lue experiencias ha, Ub, S8, y Sbee




CoL- IO VIX

SO T, B0aIY e T Tern

VT CCTON I LS TOXIIA AIVA Y 1LIUIN0S

N LS INACTIVAC IO yoit 140 CARITH,
e  SEEE—

i SCA

Ja circunstancia de que toxina 6 fresca sélo ruede inaotivarge

por lu carne o extpactos brutos de lf{pidos de 1la mis.ia, en presene

cin de ioxina alfz, noe indujo a reulizur l:zs experiencizs sei/mlae

Jas en el protocodo qQue sigue, que perzite por lo -enos vislumnbrar

en principlo, el ‘iecanis:io de nccidn,

3 QN0C0l0 XIV

- T{tulo 1{ tulo
N 8 \

Foxdn inicial final |’tene
1, 9 f.f | Suspensién e 1fpidos 1h 37° 1/f500 H | 1/6400 H 0
2¢ @ £.f [(Suspe de 1{piuos ide alfarlh37e '

se 1162ale cou la tox.® lh 3¢ 1/F4n0 H | 1/100 Y| 64
3¢ O £of |(LIpidos wds elfn' 1h 37¢ y lue

goS'a 1n0¢ mezel.con tox.lh37% | 1/6400 ¥ | 1/100 H| 64
Le & fof [(1.fpidos 1ds rlfe, crlentada a

1°0¢ 5¢) 1h 37¢, merclar com

toxing 1lh 37Cceessccosccscsce 1/€400 1 1/1400 H Y4
1' @ f,cg| T.ipidos 1h 379 1/12000 H | 1/100 H| 128
2' @ f.cog fdemn  exp, 2 1/12600 K | 1/200 H| 128
3' @ feog fdenn  expe 3 1/12600 H | 1/100 H | 128
L' @ f.og fden  expe b 1/12t00 H | 1/160 H| 128

Los resultados obtenidos serialan que la toxina alfe, actia sobre

los 1ipdcos produciendo unt pubntancie inactivante, puesto que los

1{pidos #6los no%activan 18 toxina frescaj en tento que los lipidos




2%

tratados por la& alfa toxina, K inactivede por oalentamiento, producen
uns iuactivacidn equivantente a cuando me los truta con toxime fres
ca,-

Coupdrece las experiencics 3 con la 4, rara la toxina O congela
d8 que carece de toxina alfa, por rezones que no pueuen explicarse

por @l momento, no es necesaria esa accidén de toxine alfa sobre los

1i{pidos. (“mperiencias 1'y 2', 3', U'y).=




CriITULO  VIIT

SUSTITCION J% LA CARNT el T COLTITURCL N LA

CRODARACION 7 1S TOYINA ALPA

3 URA

Co:10 deeinos &l nrinel.io, el eapleo de un culdo peptonado, &die
cisunado de una clerta cautided de ecarne puede producir toxina alfe
pura Jdel €1, welchii tipo A, iste nétode fud procoinisade por
Stovurt y Clanpitt (17)ee

1 haber euncontrado que esh 8ooidn innctivante se debe al colese
terol presente llevéd 2 realizar &lpunus experiencias pars ver ag
poula suatituirse la cerne pnr el colesterol puro, los ensayos
realizecos denuestran ln posibilidad de hecerlo, :rotocols XV/ .=

TRONCHLN Y

widlde utilizado pura Congerveung alCe
la pre;nrsucidn de ox. olfa Vslor alfw Volor ©
1, (sldo con carne 00019 = 1/200 K
2, Coldo con colesterol 0,007 = 1/200 0O
3¢ Calio con lecitina 0929 o= 1/2¢0 0
4, Czldo oon colestarol y lecitina 025 = 1/200 O
5S¢ Caldo condn sin ningdn agreiado 0,003 = 1/1600 Il

lLos onldos se prephraron on li. siguiente forian
Se preparan soluciones zloohélices de " ,6g colestexoly 0,6 g Roe
citinay 0,6 g colesterol mds 0,¢ g (e le€iting,

A cadn unt de entas soluciores se vgrega 17 oc, Jde agua eesterie



LE!

lisoda, hervir 2 minutos, Cuda una de eslas suspensiones se agree
~an a los fruscos que contienen 200 ce del medio de ocultivos este~
rilizar o 1152 durante 20', enfriar & 37°¢ y siladir & cada frasco
20 oe de GOy 10 <, glucomss hnstz: 1 £ y senbrar,e

¥1 oultivo pnra la siembras se prepara em tuios de lisll eon 50 oc
del wdio bdsico pars producir 1a toxinag ester!lizando de 18 nise
R manera y sin glucosae, Cultivos de 12e16 hores, Cepa 107 {pae

suda varias vegces por cobuayo Mia intranuscular).e




CUISTINRACTONE G MNYBALYS

7a insctivacidn de und t{oxina heriolftico por el coleaterol ha i
do establecida ya pure elctso de la hezolisina ox{y no-14bil del
estre;tococo pox Hewitt y Todd (22).-

7stos autores e¢ncontxnron que la llamada estreptolieina 0, del
estireptococo Ltewolitico pierde ro sélo el poder he:olitizante sino
el letal por la acoldn del colesterole=

Llegaron a demostrax que esta subnstencia en ciertas condicionee
proteje o las lauchas contre le adninistrecién de esa toxins,-

18 mencinnadn eatreptolisina O estd antigénicaente (23) vinoue-
laia coio lo de.ostyd 3,7, “cdd con la “ehemolisina del Cl, welchit
tppo A ; teniende &nbtms ;deméa el carmeter oo.in ce innotivarse por
los cpentes oxiisnteg,=

Los resultados obtonidos por nosotroa que la toxina © hemolftie
ca del Cl, welchil tipo * es inactiiveda por el colesterol confirme
la vinculacidn que existe entrxe la naturaless de :sns toxinas,-

Cerfa interesante comuroovt:y sl la toxinu del tétano vinculada
con la de) neunococo y le del welch:i es capaz d« sufxlr una inéce
tivacidn giailar por el colesteroles

Jebe sunsree & estos resultados 1la cozpreobacidn cue el grupo ale
col.flico del colesterol perece necensario para le eccidn iusctivane

te, puesto que la misua desscrece por soetilecidn del mis-ioee
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1.

2.

3e

S

7.

RESUMEN

La inactivacién de toxina @ del Cl, welchii tipo A por la accién

de la carne se debe al colesterol presente en la misma,.-

Para que esta accién inactivante tenga lugar, en el caso de la

carne o de extractos alcohél, es necesaria la presencia de tox.,R

Zn el caso de toxina © cong. & -782 por un tiempo no menor de 4

hs, la accién inactivante se realiza adn en ausencia de tox,alfa,

Llegada una cierta epapa de purificacién, de la fraccidn de 1{-
pidos que tienen acoién inactivante o empleando colesterol puro

tanpoco es necesaria la presencia de toxina alfa.=-

Iin 108 casos en que la toxina alfa es necesarja puede demostrar
se que ésta actiia sobre los lipidos, los cuales adquieren as{

poder inactivante,=

Para obtener filtrados de Cl, welchii tipo A conteniendo tan s8¢
lo toxina alfa pura, puede sustituirse la carne por el coleste=

Trol puro.-

La toxina 6 del Cl, welchii tipo A inacivada por el colesterod

no se reactiva por accidn de: los agentes reductores.=-
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