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Lu primera descripción completa del Cicatridium uelchii o Boci­

lo purfringenn fué hecha por Folch y NutCal, quienes lo aislaron

(¿e un cadáver“ (/1 89 Q)

needs ese momentoou acción patnganu en el organismo ha nido a.

tribuida a diversos productoa: el ácido butirico. producido en el

cultivo. fué considerado comola causa de lao lesiones de 1a gan­

grcna gaseosa.­

Tnmbiénse creia que el gun producido on los tejidos, tenia im­

portancia en el desarrollo y generalización de la infección.­

Pero cn 1906-1907 no habla de una hemolisina termoeotable (Hero

ter) aunque recién en 1917 no encontró que el CI. welchii por deag

rrollo unneróbioo en condiciones adecuadas, produce una "cxotoxina

local" (Bull y Eritchcgt) (1).­
Wncae mismo ano De Yruif, Adamo. Ireland (2), mostraron que to­

¡ua inn cepas de Cl.velchii examinadon producían una toxina. pero

que 1a actividad de Ion filtradon erc variada.­

A. üurunorr (1917) (3) informó que unn "heuolinina” muyactive g

ra QIOQUCIÓHpor muchas cepan de eee organismo. Ida tardo (1920},

ueinherg y Hasta (h) no ocuparon de le misma y obserVaron que la

grapnrción en filtradoo de capas uiotintao, varia considerablemen­

te y le atribuyenon un papel importente en las intoxicaciones bac­

terianaa. Ciertao propieúudea de esta hemolininn fueron descubieg

Lun por Ruth (19233..

Trabngnndo con "1.ae1chii violado del hombre, Henry (1923} hizo

una distinción entre una “miotoxinu letal" y unn "hemotoxina“.
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TambiénHe111(l926) (5) encontró en filtradoa del mismo organismo

'(probableuentc tipo A-) una “hemoliutnn” que perdia au poder hemo­

litico cuando oe exponta a la acción del aire. pero tratada luego

por agentes redúotozea lo recuperuba.­

¿u ol adn 1929 #olnbura y narotte (6) ougirieron que los filtra­

doo del Cl.we1ch11 (tipo A-E contenían dos toxinas: unn“hemolítioa“

y otra 'letal". Hu cambio uchnayoraon y fiamuela (1930-)I(73 demog

trnron que en ene filtrado doo componentes heuolíticoa I y B esta­

ban presenten, que el componenteh actuaba "in vitro" y algo "in

vivo". quo la rapidez do acción era distinta para A y n, y que no

podían separaroe.

Hasta 1923 9610 oe habian eatudifluo las cepas aisladas de ori­

gen huuüno; con ln invcutigacióu de cepas aisladas de exigen ani­

mül ln ComploJidud de los componentes de la toxina, se hizo mucho

“nin :‘mrcauuw

¿mnug (192G) (o) ¡«'1816el “bncilo uiaentóxico" del cordero. el

cual era cultural y ¿otroldgicnuente aemefnntc el C1.welch11¡ sin

embargosu toxina un neutraliza 1a nntitoxina del clásico C1.Ie1­

chii, pero au antitnxinm neutraliza lu toxina del perfrlngena humg
no, tun bien comola propia.­

>ooveJne onferzws de una toxenin llamada "otruok" ae 91516 otro

organiano semejante ul bnoilo perfrinzna (C1.welchiiï. so le deoig

nó "huella paludio" (¡ac ïwen? 1929 (o): la toxina de ente organig

xn no neutraliza la untitoxina del-perfringena clásico y su unttyg
¡ima nn neutraliza tampoco1a toxina porfringene.­

Investigacioneu aún cnxpletan de nnnezobioo, que conciernen a en­

rerqeundeu de oveja, dieron 0040 resultado el aislamiento de un

cuarto orgnniogo parecido al perfringona. Loto rue realizado por
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Bennett; (1932) en ovejas que morían de"enterotoxe la". Ente orgg
nismo difiere de laa otras formas conocidas del perrringeno en quo

su toxina, en neutralizaua solamente por su antitaxina; ha ¡1do

llamado “bncilun ovitoxicus“.­

Wiladon (1931-32-33) realizó un estudio comparativo de loa orga­

n18u08 aomefantea a1 Cl.welch11 y encontró que pouian ser clasifi­

cados de acuerdo a las relacionen de toxina/antitoxina on la :1­

guiente foma:

1) Tipo A; "Cl.welch11“, do origen humano.­

2) Tipo nn “bucilo ngni“. de ln diecntería del cordero.­

3‘; 'I‘ipoC: "bueno mundi“.­

h) Tipo De "un organismo aislado por él mismo de la enterotg

xemia de 1a oveJn“ (")

Adendacomprobómediante prueban letales que en los tiltradoa de

entoa organismos existían por lo menos tres factores tóxicoozl, X.

2, que se relacionnban antigénicamente, comoeo indico a continua­
ción:

Filtrado Factor antigénico .­

F Tipo A ¿l

Tipo B _ wo xo 7.-.

C VJ. 2'...

Tipo T) ïv‘. 4..

Ut es el factor antigénico presente en Ion-filtrado: de tipo A y

("7'wnostr6“luego quo Bu tipo D y el "haciluo ovitoxicus" aislado

por Benneltn era el mismo.­
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en los de tipo B, C, D. de alli que las antitoxinas de estos ú;

timon puedenneutralizar la toxina A, mientras que la antitoxi­

na del tipo A sólo puede neutralizar su toxina.­

X: factor_antigénico presente en los filtrados tipo B y D.­

Z. Factor antigénico presente en los filtrados tipo B y C.­

3stos factores fueron considerados por Wilsdon, no comoentida­

des separadas, sino comocuerpos similares al antígeno bacteriano;

asi la toxina del tipo B era una Simple especie molecular con gru­

pos: W, X, 7..­

Busados en este trabajo, Glenny, Rnrr, LLewellyn-Jonea, Dalling

y Ross (1933) (10) mediante pruebas más seguras, usando antitoxi­

nas puras y distintos indicadores, demostraron que el camporta­

miento antigénico de filtrados de Cl.welchii podia ser explicado

en forma más ooupleta, ya sea por la adición de dos nuevos facto­

res (toxinaaï o por otro onuino, explicando la complejidad del fas

tor Z de Wilsdon. Los autores menciOnadoaanteriornente propusie­

ron el esquemasiguiente:

Filtrado Toxinaa

"Bipo A C4 OCW

Tipo B dns, ¿ii/e. (¡e/¿49:2
Tipo C Cálg, 5:27
Tipo D d E é r X

I .

La descripción de estas toxinas de acuerdo a Glenny y colaborado

ros ee la siguiente:

Toxina "alfn“c< n producida por el clásico bacilD perfrin­

gene o Cl.welchii; está presente en el filtrado "ogni" y en mayor



proporción en el "palacio": la cantidad de toxina “alfa” en estos

filtradoa en 1/ho de lu contenida en filtradoa de C1.nclchii puros.

Haneutralizndn cuantitatiVMmente por su nntitoxinn. En necrótica.

henolíticn. letAIo­

Toxigp“bonqj:É;; Constituyente principal de los filtra­
dos de b. ugni y b. paludio. Neutrnlizuua solamente por el suero

ue uninulea que han nido innunizndoa con toxina paludin o bacilo

dioentérioo; en menor extensión en neutralizada por el suero de cg

bellos nornulon. Hanecróticn, letal, pero no es henolíticuo­

Toxina "fmmxr'Ó/a Se encuentra en filtrados agnig el bue.

paludio 0610 1h produce en muy pequena cantidad, yn que. en muco­

trua de suero de caballos. inoculndon con filtradoo paludis. la

"enana" antitoxinu parece esta: ausente. Ko en centralizada por

antitaxinndo . ¡Laleu'fl para ratón.­
Toxinn "delta" á a Ho una heuolisinn producida por el bue;

lo paludis: au presencia no hn oido claramente demoetrnda por Gle­

nny y colaboradoras. Probablemente está presente en fiitrados “og

ni" pues sueros de caballos inmunizadoo con "agni' protege 1a hera

lisina del hac. [aludia.­

Toxina "qgg¿¿gg:¿í¿(16) Los filtradna tipo B. y D la con­

tienen couo una toxina tornoeatable, letal y necrótica Que tratada

con tripoinn ne trunnformn en una toxina termoldbil y mucho¿ás tg

xico. Sólo ciertos cueros de 1o disenteria del cordero protegen

contra filtradoo tipo u do üilndon. Enletal y necrótica.­

la existencia de catan toxinas fué con irrmdfl por titulacioroa

contra un cierto númerode auoros. siguiendo técnicvo diversos.

¿una método ha peruitido comprobar que en algunos sueros falta uno

o más anticuerpos eapecifioou.­
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In eepecie Bncilo perfringvne o Cl. welchii está constituida por

los biotipoe mencionados. que ee diferencian por la naturaleza de

cue toxinua. por las onfernodflden qne prouucon y por au epidemio­

logia.­
Uno de ellos tiene mucha importancia como agente de enfermedad

"hununa, pues produce 1a Eynfircnn wneeoaa; se ha designado n este

organismo coma!Baoilo perfringeno tiro A, Cl. welchii tipo A.­

ïn au trabajo. Glenny y colaboradores pusieron en evidencia el pg

rulelieao de lun prOpIOdüdCBIletales, hemoliticaa y neoróticao de

lu toxina del Cl. welchii tipo A. a la que denominaron“toxina al­

fa". Sin embargovrigge (1936-37) (11) estudiando ciertos filtra­

doa de Cl. welchii tipo A conprobó que la acción letal difería do

1a acción henolíticn, que por lo menosdos factores diatintoa exig­

tían en ene tipo de filtredoag a esoo factores los deceninón “alfa

toxina“ o factor henolitioo y “zothn toxina" o factor 1et01.-(F)
Ia relación de nubes en distintos filtradoe varinba entre líni­

teo muyunplion. Algunoa de ellos tenían 1 dosis letal mínima “d.

1.n.) y 500 doeie hosclitioae uiniumo. (d.h.m.). en otros la rela­
ción era de 1 dosis letal uinirfi-patfl 1/2 dosis henolttica mínima.­

Puúo demostrar adeudo que cantidades grandes de toxina alfa (100

"dhn) no_bnatuban para ueterninnr una Intoxicación ¿ortal en loa
animales de experiencia, en cambio filtradoo con valor “alfa” muy

pequeno (este Valor se reducía por métodoo adecuados] determina­

bun una intoxicación mortal aún en cantidades que sólo contenían

1/20. 1/50 de dosis henolitica mínima.­

Wodecir que 1a "toxina nethufireo la causante ue 1a acción cogen
cial del filtrado de ul. welchii tipo f. Esto no excluye 1a poni­
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bilidad de que las alteraciones de la sangre. producida por la “tg

¡inn alfa" nuca“ toner unn mayor o menor importancia para el orga­

nieno intcxlofldc con lu "zetha toxina“.­

Toneuonentonces para la toxina producida por todas lee cepas del

Cl. welchii tipo f dos constituyentes princikcles: alfa y zetha tg

xicas. Sin cubargo debe considerarse un tercer camponcnte. encon­

trado hasta ahora en una noln cepa: se trata dc la cepa Lechien de

Heinbnrgg con ella trubuJuron Ipaen y meoll (1939) (12} encontrcg

dc este factor. nl que denominaron"eta" (39).»

Ipscn. LLenellyn, Huith y Sordclll (19393 (13) confirmaron la

existencia de tales toxinas y usando la namenclaturc de Irigse a­
fin-Iron que cn los ffltmdoa de Cl. welchii tipo la podian presen­

tarse autos factores en proporcionen variadas:

/F t debiluente henoliticn, muyletal. necróticao­
c>< t muyhemolítica, poco letal. reacción hemorrdgica en

la piel de cobcyoo­

Hi) z producida por cepa Lechien, sólo letal.­
'La deulgnnción de cotas toxinas condujo u confusiones. cue por

el accento se pueden considerar satisfactoriamente nclnzadac. Un

comité especialmente reunido en Cambridge en 19h1. llegó a un acne;

do uccrna de la nomenclatura de cotos factores y en desde entonces

que para los filtradoe de C1. velchii tipo A se reconocen los con­

ponentes nntlgénlcoe siguientes:

ïacto! I 2 En letal ¡mre ratón, necrótico para la piel de cobayc.

hemolttico para glóbulos onoc de oveJa en presencia

de iones calcio. Gon suero humanoy solucionen de

huevo produce unn opeleucencic. ¡ete factor correo.



Facior II

ponde a la toxina alfa de Glenny y col. (10). Ac­

tualmente se la conoce como: "toxina alfa del Cl.

welchii tigo A".­

Acción débil e irregular para la laucha por vía ve­

nosa; reacción hemorragica y no necrótica por via

intrauérmica en cobayos; hemoliZa glóbulos rojoe de

oveja sin necesidad de iones calcio; es reversible

por oxidación; no da reacción con huevo ni con sue­

ro; se neutraliza por la antiestreptolieina "0". Se
"toxina Obheta"o" Theta hemolieinala conoce como:

del Cl. welchii tipo A".­

Problablemente en 1926 Neill trabajaba con este “factor II" (5).­

La letra 9 o theta, fué propuesta por MacFarlane, Oackley y An­

derson (19Hl) (1%).­

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

tido por Ipsen y colaboradores.­

En forma esquemática se representa en el cuadro I la nomenclatura

de estos factores según los distintos autores:

--Cuadro I-­

F.tóxico Hiladon Glggïï y Prigge Ingï.y DalligEÉÏÉÉPhen

I W o< (1933) 571936) (1939) c>< (19h2)
II u 9mm «(1936) o<( " ) 9 (19'42)

III -- D ( “ ) j ¡1943)
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En este trabajo usaremos 1a nomenclatura indicada en 1a úl­

tima columna. Las toxinas presentes en los cuatro tipos de filtrg

dos y sus propiedades más importantes se pueden resumir en los cug

dros II y III.­

Cuadro II g")

Toxinas presentes gg los filtrados

Filtrado q (5 3/ Ó” p 9

tipo A +vk+ ——— -- -' ——— —; ?“+
tipo B + +++ + + + + . . +

7 +
tipo c + + + + + ++ % 7 ­

tipO D 1- -- ——4 ———- 4—+"+ ? 7 *'.

Cuadro III (")

Propiedades gg las toxinas

Propiedad C>¿ [5 0/ á—_ ¿i 27 ¿9
—— s- -— +

Heznolitica + — —f‘ + +

Letal + + + +
Hecrótica 1*4r4- —+ —_ __ ,+ ——- -F

Lecttinasa 4- ——- ’_ —‘ ’“‘ '__ ——r
l ' _____ &_’¿I'€.Accióndel calor aldea “’Ú "‘ - ‘“" eau-c

___ 4-4-+
Acción del 02 i ———--‘_ ———_____ —Wu.
Acción del calcio -+ -"‘- ——-——.__ ___ _.___ ---— ———__

(") Estos cuadros fueron extraídos del artículo de C.L. Oackley pg
blicado en el Bull of hygiene del 10-19%3.-«45‘



Capitulo II

OBJETO DEL PRESENTE ESTUDIO

El presente trabajo se inició en la obseIVación realizada por

Stewart y Clampitt (17) que, cuando el Clostridium welchii tipo A

se siembra en caldo peptonado, adicionado de lO fl de carne molida

y seca produce solamente la llamada toxina "alfa", que hemoliza

glóbulos rojos de oveja al 5 %a 0°, luego de calentamiento previo

a 37° durante media hora.­

Si en Cambio se siembra en el mismo caldo pero sin carne, el fi;

trado contiene además toxina 9 que actúa directamente sobre los

glóbulos rojos al 5 %, a 37° durante media hora. Esta toxina se

la conoce también comola O hemolisina del Cl.welchii.­

Considerábamosde interés establecer que fracción de la carne o

componente de la misma, produce la inactiVación.­

El tratamiento de toxinas 9, por la carne, permite mostrar clarg

"mentela desaparición del poder hemolitico de los filtrados que la

contenían.­

Esta inactivación es distinta de la que realizan ciertos agentes

oxidantes, puesto que su actividad no se recupera por la acción de

reductores fuertes, comosucede en la inactivación por oxidación.­

Los filtrados de Cl. welchii tipo A, contienen las toxinas alfa

y theta 9 . Se necesitaba para nuestros ensayos filtrados con al­

to contenido de toxina o y practicamente sin valor alfa, es decir

toxinas 0 puras.­

Este fué el primer problema que se presentó; pero luego de nume­

rosos ensayos se encontró el caldo y las condiciones adecuadas pa­



ra la preparación de O-hemolisina muyactiva y sin toxina alfa.

La solución a este problema permitió además estudiar la influencia

de la alfa toxina en la inactivación de 1a Q-hemolieina por 1a ca;

ne.­

Comoresumen 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 cbn colesterol puro.­

El bloqueo o 1a esterificación del grupo (HO-) alcohólico del cg

lesterol impidela inactiVación.­



Capítulo III

OÉ'Ï'ZHCIOZZ 77.2 y; 703112.?" ÍYÏL (37‘-’*S"'RÏ'ÏII-'T" W'F'ICHZI TITO A

G’ÏT'FÏIU‘uLI 3?‘ 37’15”,

Apesar do los numerosos trabajos conocidos. sobre la producción

de toxina del Cl. ¡elchii tipo A, recién en los de los últimos anos‘

se observan algunos intentos para 1a obtención de toxinas puras.­

Son conocidas lao tentativas de Priego para separar los dos fac­

tores tóxicos, presentes en los filtrados de C1. velohii tipo ¿s

utilizaba cepas seleccionadas y medios especiales. sin embargono

logró su intento.­

Se sabe que la naturaleza del medio de cultivo. influye sobre la

constitución de las toxinas y por lo tanto sobre las propiedades

del suero antitóxico. Esto fué comprobadopor Stewart y Clampitt

(1.6} (193o) a1 obtener "toxina alfa” libro de o-hemonaina usando

caldos peptonados con 10 fi de carne molida y seca. Si on lugar de

la carne ce arado a]. caldo "corazón de buey" también se impide la

formación do la O-hemolioina y el filtrado sólo contiene “toxina

alfa" (Bengston Ida) 1938.(17)o­

Segúndao Parlane y ïnight (18? la toxina alfa, es una iecitina­

sa. Teniendo en cuenta ésto, Turner, Paly y Prowell (49’ opinan

que es pooible aumentar la producción de osa toxina pauundc por ng

dios con leoitine. Después de una docena de pasajes por medio ds

cerebro la capacidad de producir toxina alfa está aumentada, pero

se pierde la ds producir toxina homolitica 0.­

údmanHeyningon separa toxina alfa de toxina O por absorción con

glóbulos rojos de oveja, en condiciones bien determinados; este gg
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todo resulta sin embargo menos fácil y cómodoQue el citado ante­

riormente.­

Es decir entonces que la preparación de "toxina alfa" pura, no

presenta mayores dificultades, ya que son varios los métodos para

tener filtrados alfa, muyactivos y sin O-hemolisina (ver trabajos

de De Kruif, Bengston, Sordelli, Ferrari, Gimenezde fisúa, Stewart

y Seal).­

El problema inverso, o sea la obtención de toxina O pura, libre

de alfa, es muchomás complejo. Probablemente investigadores'co­

moNeill, Wuth, Schnayerson y Samuels trabajaron con este factor

hemolitico.­

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

tinuación de nuestras experiencias. FeliZmente se encontró lue­

go de numerosos ensayos un método sencillo y rápido que nos permi­

tió preparar toxinas o, muyactiVa y con un contenido "alfa" Casi

nulo (21).­

Los trabajos de SteWart y otros investigadores han sido una ayuda

Valiosa en estas experiencias.­

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

pasada repetidas veces por cobayos, en inyección intramuscular.­

La técnica de la preparación es 1a siguiente:

JETODOQ} CULTIVC}A una parte de Carne desgrasada y molida se le

agrega dos partes de agua corriente y se hierve durante 30 minutos;

se filtra por papel mojado.­

Al agua de carne asi preparada, se agrega 2 °/oo de fosfato disg

dico; H °/oo de cloruro de sodio; 2 °/o de peptona Parke - Davis g
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se alcalinizn con HUHahnnta pH-ü,h (este caldo ani pregmraúo oo

“asignado “caldo básico").­

So vierte nin filtrar en frascos erlenmeyer apropiados de acuer­

do n 1a cantidad de caldo requerida. teniendo cuidado de que alem­

pre haya un buon volúmen libre. puan a veces la toxina produce gran

cantidad de espuma (pg: ejemplos ¡fire 600 cc. do Caldo utilizar
frascos de dos litros).­

Loa frascos llevan un tapón de gozm con un d1npooit1vo para ha­

cer circular hidrógeno y don tubos Que llegan al IIQuido. uno pa­

ra ulcalinizaoión y el otro pero la tamn de muestras necesarias ug

ra regular el pu.­

úsi preparado oe enteriliza el medio a 115° durante 20 minutos y

se nuca del autoolave nún hirviendo.­

Se conecta con un aparato productor da hidrógeno. IHVHdocon Io­

aa y permunganuto(alcalina) y de quo que el aire no llegue n eo­
tar en contacto con el “edioo­

Se agrega una solución de glucosa al 50 °/o. eateril, en canti­

dad suficiente para que el medio contenga 1 o/o de glucosa: se ug;

liza para este agregado el tubo Que está menoohunuido en el 11­

qu1d0.­

CULTIvn¿J RI 'ñhfi r Las cepas conoorvndaa on agar o en Tarozzl

pierden 1a capacidad de producir toxina e muyactiva (Turner. Ealy.

Troúwell) (19) en cambio la conservan al no las guarda deseesdno en

vacio. Para ello ec usa el método aplicado cnrmnmenteen el ¡nazi

tufio Bncteriológioo “Carlos nulbrán" ¡ara conservación de cepas.­

Cuando la bacteria ha disminuido nu poder tóxlgeno 0. se lo vue­

de recuperar por panaJos por cobnyoec- (alcnnznban a voces hasta
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tres y seis pasajes). Pareceria que alguno de los cultivos obten;
dos fuera más toxigeno que otros.­

El cultivo para la siembra se prepara en tubos de Hall con SOcc.

del mismomediobásico para producir la toxina; se utilizan culti­

vos frescos de 12 a 16 horas de incubación.­

PRïPARACIONz 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 agregó la glucosa y se incuba a 37°; durante

todo el tiempo del cultivo se hace pasar hidrógeno.­

El desarrollo es muyrápido y muy intenso, con producción de gran

cantidad de gas; a medida que se desarrolla la a10alinidad se reduce

y debe ser mantenida por adición de HONaesteril al 20 °/0(. En ge­

neral se agrega de 2 a 5 cc. de HONapor vez, los intervalos son de

10 a 15 minutos; el pH oscila de 7,h a 7,8.­

La determinaCión del pH se hace sobre muestras, que se toman con

una pipeta, por el tubo que está más introducido en el liquido; por

el métodocolorimétrico (fenol red) usando tubos estériles y con las

precauciones de asepsia necesarias para evitar la contaminación del

medio.­

En general entre las 5 y 6 horas, la operación está terminada; se

hace pasar hidrógeno por unos 15 minutos más; (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 presión de hidrógeno del apa­

rato de Kipp, que permanece comunicado por el tubo de admisión.­

Asi queda por unos a tres dias a la temperatura del laboratorio

(más o menos 20°); en cualquier momento se pueden tómar muestras te­

niendo la precaución de disminuir la presión de hidrógeno pues de

otra manera se escaparia el liquido por el tubo de toma de muestra.­
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La marcha del proceso puede seguirse más facilmente mediante lo.

protocolos siguientes:

Caldo básica: 3.600 oc.; glucosa (5o fl) hasta 1 fl; cultivo 107.

8818 paeaJes cobayo, conservada en vacio.­

TI “no ms pH ¡mua 20 fé p}!

15,20 _// ' 7,6 3 co 7.8

15.35 K! 7.6 3 oc 7.8

15.50 ¡V 7.6 - -- 726

16.-- ¡y 7,k h cc 7,8

16.15 rw 7.44 2 I 7.a

16.1m Ml 73* 7 8

16.50 #/# - 7.2“ 5 7.8

17.-- /#/ 7.“ h 7.6

17.10 ##K 7.2 5 7.6

17.2o ¡K! 7.2 5 7.5

17.3o rw 7.2 5 7.6 '

17.50 #// 7.“ 6 7.8

10.-- í/ 7.h k 7.a
10,25 #7 7,2 6 7,6

103.0 ,l/ 7,2 7 7,5­

16,50 // 7.2 6 7.a

19.10 í? 7.“ 3.5 7.8

19,10 x; 7,2 7 7.8

La toxina formada al terminar la incubación a 37° está conatitui

da por una mezcla da<xíy e, sólo al cabo de 1 a 3 dias, desaparece
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la toxina°< . mientras que 1a toxina G dilminuye poco o nada au ag

tividad. En este momentoeo filtra por papilla y por filtro Seitz

y no obtiene un filtrado muytóxico de toxinas 0 practicamente 11­

bre de toxina <><.­

TIemno GAS pH HONH 20 fi pH

16,20 f/ 8 ---. --­
16.35 A! 7.o ---- --­

1É.“5 #K 7.6 -'-- --­

17.-- ##/ 7.5 7.8 ---- --­
17.10 xxx 7,6 -.-- --.

17.25 f/K' 7.6 --.. --­

17.35 #K/ 7.“ 2 cc 7.6

17.5o ;#/ 7.h 2 cc 7,6

15.10 #/ 7.h '2.5 cc 7,6

10.20 f/K 7.“ 2,5 cc 7,6

16.30 H 7,N 2 cc 7,6

1&o“5 ¿K 7.“ 3.5 7gb

18.55 ¡K 7.6 ---- --­

19,30 K 7,h 2 cc 7,é

19.ho / 7.h 3 co 7.6 7.8

19,50 K 7,h 3 cc 7.6

20,30 L x 7,h É 3 cc 7.8

Durante todo el trabaJo no prepararon cantidades diatintaa de to­

xinas. los resultadoo y el onmportnmiento de 1a toxina niefipre ha

sido al mismo; nulvo en contadas ocasiones el valor O disminuyó.
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cuando ee dejaba en cantacto con hidrógeno a la temperatura del

laboratorio,pero en general sólo deaapetecia el valor alfa, pere
maneciendoconstante el de la toxina hemolitica O.­

Cuando el pHno varia más, se suspende el agregado de dlcali.

después de 15 minutoa no cierra el tubo de escape y los de adición

de reactivos y toma de muestre, dejando bajo preeión de hidrógeno

a la toxina.­

Loa valores de toxina 0 yc! desde las 19,10 ha. en que el deac­

rrollo termina, hasta cuatro días después son los siguientes:
.L

TL‘L‘ÁPO VALOR VALOR 0

Lecitinaaa Henóliais por 0,5 cc.
Glóbulos rojos de oveja 5 í

1 uia 0,0038 K 0,00016

2 dins 0,015 / 0,00016

3 dias 0,06 / 0,00016

h dias 0.9 K 0000032

2) Caldo 1200 00., glucosa hasta 1%, cultivo cepa 107, 6 paeaJee.

conservada en vacio. sembrar con contenido ¿e tubo de Hall, de 18

horas.­

Loa valores obtenidoá. en este caso son los que figuran a contie

nuaciónt
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TIEMPO VALOR °¿ VALOR e

1 dia 0.007 0,00008

2 ' 0,06 0.00008

3 ' 0.5 0,00008

El protocolo que corresponde a 1a toxina, cuyos valores figuran

en el cuadro II son los que se encuentran en el protocolo de la pg

gina 17. "
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13 Lt Tnïlwf G a La concentración de toxina o se mide,

por su acción honolítica fronte n una suspensión de glóbulos roJon
ade ovoJu a1 5 p y a 37€ durante medio hora. mate método da valo­

¡en oufieientenente exactos para medir 1a toxina e. aún en presen­
cia de toxina alfa. im primer lugar porque 1a "alta" toxina más ag

tiva que ao hn preparado tiene un titulo hemolítico diez veces 1n­

forior. a los que ee obtienen para buenoo preparados de Q-hemolioi­

na y en segundo lugar porque la henólisin por la toxina "alfa‘ oe

produce nnntcniéndola o 0€ media hora después de calentarla a 37°.

Cono eJenplo do medida de cata toxina G puede verse el protocolo h

que oo típico de estao experiencias.­

HÜTOPnLq

O

T1730 1 2 3 u s 6 . 7 5

diïsïtgaez 9 f 1/1"“ 1/200 1/“00 l/bün 1/1630 1/3200 l/áhco 1/12803\L . .

Glóbulon 1-0300 l ' Fr.. h 1 8 x
(aunp.5. en o.f, u crdn tubo 0.321270:3ge sueleneión 1 5 p.

:{onólioio H H n H H H H H

a. f.¡ soluc.fieiológica.­
Yocorriente expreanr que la toxina o tiene una actividad hemoïl

tica de 1/12800 ó l/Khoñ. Nuestros medios contenían habitualmente



O-hemolieinua más activas en diluciones dc 1/12.800 y 1/6.h00,10

que significa que 0,00016 6 0,00008 oc. del medio original bastan

para henolizar los glóbulos todos de oveja al 5 fi, a 37€.o

La dosis minima que produce hemólieie total suele denominarse dg
cie hemolíticu minima: "d.h.m.".­

En el protocolo anterior: 1/100, 1/200 etc. significan las dilu­

ciones de la toxina y con "H" ee expresa la hemólieie total. "C.H‘l

casi hemóliaia (este notación oe ueará en los protocolos siguien­
tes).­

b) WEnIDfiDE TOKIVA"alfa": La toxina alfa de un filtrado de Cl.
welchii tipo A ne puede titular por eu acción hidrclizente sobre la

lecitina de la yemade huevo. en presencia de iones calcio. Hate

ensayo ee conoce comoreacción de “3310!.­

Loe ácidos grasos separados precipitan bajo forma de nal de cel­

cio y dan una cpaleecencin Que ae observa facilmente.­

Se enplee euepeneión de una yema de huevo en 500 cc. de solución

fisiológica. que tiene 0,5 o/oo de cloruro de calcio.­

vara tener euepeneionee fines y homogeneaeee filtran antes de

eu empleo por papilla y por Seitzo­

Comola toxina o, no tiene actividad hidrolizante sobre la leci­

tina, esta reacción permite medir la cantidad de toxina alfa. pre­

sente en una toxinae y aún establecer eu anuencia.­

El protocolo B ee tipico de una de esta: experiencias.­



PROTOCOLO B———

Tubo 1] 2 3 í h 5 6 7 8

(ufiñïáamo yáffiLMBLA61A21mulnw 1m%
sol. huevo a cada tubo l cc. de la suspensión indicada73b.3;9.

Opaleacencia xxxxxxx/[xxxx xxx/I //// //// xxx xx

En este protocolo figuran: las diluciones de la toxina en la se­

gunda linea 1/2, 1/h, etc.; la cantidad de solución de huevo añadida

en la tercera, y el númerode cruces, en la H9 linea indica la integ

sidad de la opalescencia producida.­

El último tubo que presenta opalescencia señala el limite; la can­

tidad de toxina que contiene el mismo, se considera como¡ "dosis li­

mite de actividad lecitinasa". Para establecer esta dosis se compa­

ran los tubos de la serie con un tubo testigo que contiene 0,5 cc.

de solución fisiológica y l cc. de suspensión de huevo.­

En nuestras toxinas el tubo limite suele encontrarse entre 0,007 y

0,0038 cc. es decir entre las diluciones del 79 y 8° tubo.­

c) PODERTOXICOoEsta determinación se realiza por inoculación endg

venosa de la toxina O filtrada, a ratón blanco (153.). Se trata de

establecer la dosis minima que produce la muerte del animal en 24 ho

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

encontraba entre 0,02 y 0,005 cc. del filtrado original.­
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d) PODERNECROTICO2 Se determina por inoculación intradérmica de

1a toxina 9 filtrada a cobayos.­

Se trata de establecer la dosis minima de toxina G, capaz de prg

ducir lesiones necróticas de 5mmx 5mmen 1a piel del cobayo. A

esta dosis se 1a denomina "dosis necrótica minima" (d.n.m.9.­

En nuestras toxinas esa dosis se encontraba entre 0,0% y 0,01 cc

del filtrado original.­
Es interesante señalar que la relación entre 1a d.1.m. / d.h.m.

es aproximadamente igual a 100, esto no tiene otro significado que

el indicarnos que ambasactividades guardan una relación constante.­
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raro llegar a ln conclusión que el colesterol era lo substancia

contenida en la carne que inaetivaba la toxina 0, producida por el

cl.wolohii, tipo A en las condiciones Que ae han señalado fue noc;

serio fraccionar la misma, de acuerdo a los métodoeOlé-icon.­
En todoo los canoa oo utilizó un preparado conteniendo toxina O

capas de dar heuólisia total, en diluciones no menores de 1/3200,

mlbitualnente muchomayores.­

Un Volúmen de este preparado (5 oc) ee mezclaban con l g. de oe;

ne o una fracción obtenida de la misma, equivalente a eee Cantidad

y oo inoubnba a 37° durante una hora. tl cabo de eoe tiempo ee ti

tulaba ln actividad hemolition, comparfindolacon la de le toxina

original. sometida a lo mismaincubación pero ein carne. La dife­

rencia entre ambosValores daba una medida úe la inactivaoión.­

La acción inactivante de la carne sobre lo toxina o, ee realiza

tanto sobre un cultivo de ha horno conteniendo loa gérmenes que en

el ae donatiollun, (llamado “o - cultivo") comosobre eee cultivo

oentrifugado n 2000 r.m. lo que elimina la mayor parte de los gér­

menes (llamado toxina "o - cuntrifuradn") o sobre toxina contenida

en un filtrado por Seitz del cultivo primitivo {llamado toxino"g_
fíltrada? o­

Se determinó simultáneamente la cantidnd de toxina alfa conteni­

dn en loe preparados anteriores.­
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Loa primeroe ensayos efectuados con carne total denoettnxon que

en determinadas condiciones. era neceouria una cierta cantidad de

toxina alfa en ol medio para que pudiera producirse la inactiva­

eión de toxina a. Los protocoloo I y II mueotrnn perfectamente og
ta influencia.­

Cuundoalfa toxina está «rooente. pero en muypequena concentra.

ción, la O-toxino no ee inactiva, cualquiera que sea el tratamien­

to anterior (protocolo I).­
A medida que lo concentracion do toxina elfo en el filtrado vn

eunentnndo. ln inactivacidn ee hace más intensa, (protocolo II).

Jun acción de la toxina alfa oe confirmó. empleando toxina 6, 11

bre de elle y a ln cuul ne hundió una cantidad de toxina alfa. U.

na experiencia de esta clone ee lo que ee describe en el protocolo

III. La toxina O de valor o titulo honolítico 1/3200 lo mantiene

o pesar de incubaxoc u 37c durante una hora, pero en cambio por añ;

dido do 2,5 cc do toxlnu alfa de valor locitinnea igual a 0.0035.

diominuye u 1/1600 cuando la mezcle con carne no mantiene en con­

tacto 10 minutos y dejándola durante l bora el valor hemolitico og

3a a 1/100, es decir oe atcnún 32 veces. Esto sucede tanto con un

cultiVo de toxina O que oo ha filtrado por fieitz comopara eee cu;

t1VO. pero eentrifugado.­

¿toro-(7mm I

N . titulo titulo .L - Mt . fltenuac
china g bi%2r ¿latase con, inicial final '

cultivo dir. 0,5 13.carno 11:37.- 1/12’um 2€1/12uso H o
ccntrlfug. 0,5 " " “ 1/128570 H l/IZCC'O H o
1'11una“ 0,5 n N " 1112800 H 1/12ow; II o



PROTOCOLO II

TOXINAo VAÏgR Tratada con: Titu1° Títu1° atenuac.a a inicial final

o filtrada 0,015 / 1g.carne,lh 379 1/3200 H 1/h00 H . 8
sin carnelh 379 1/3200 H 1/3200 H 0

o filtrada 0,25 / lg.carne 1h 379 1/3200 H 1/1600 H 2
a/ carne 1h 379 1/3200 H 1/3200 H 0

o filtrada 0,5 / lg.carne 1h 379 1/3200 H 1/3200 H o
s/ carne 1h 379 1/3200 H 1/3200 H 0

Protocolo III

Toxina G Valor Titul =a O
filtrada alfa Tratad con: Ïáïgïgl final Atenuación

1h.a 9 sin car.
5 cc 0,5 / ne. 37 1/3200 H 1/3200 H 0

lh.a 9 con 1 .
5 cc 0,5 / carne?7 g 1/3200 H 1/3200 H 0

lO'a 379 con 2,5
2,5 cc 0,5 / ggrggxoalfa y lg 1/3200 H 1/1600 H g

1h a 37° con 2,5
2,5 cc 0,5 -/ cc. toxina alfa 1/3200 H 1/100 H 32

y 1g. carne.

La toxina eneayada en 1a experiencia del protocolo III no da rea­

cción de lecitinaaa, lo que permite considerarla practicamente li­

bre de toxina alfa. Los ensayos realizados para confirmar esto,

muestra que 0,5 cc del filtrado que contiene la O-hemolieina no prg

duce opalescencia con l cc de 1a solución de yema de huevo.­

Eata toxina 9, pura, libre de toxina alfa fué preparada siguien­
H

do e1 método indicado en la páginabde este trabajo.­
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2. FRACCIONAMIENTO 25 LA CAIHE Y ENSAYO gg LAS DISTINTAS

a) Extracción gg lg carne gor alcohol

?HACCIONÉS SOBRE LA TOXINA G

absoluto: El primer fraccio­

namiento que ce hizo de la carne seca (carne molida, extraída pre­

viamente por ebullición y secada rapidamente) fué obtener un ex­
tracto alcohólico de la misma.

to siguiente:

La carne ee sometida al tratamien­

Una cantidad conocida de carne aeca ae extrae varias Veces con un

Volúmenadecuado de alcohol hirviente, los extractos alcohólicos

reunidos ec eVaporany suspenden en solución fisiológica.­

Los ensayos realizados con: extracto alcohólico y carne extraída

demostraron claramente que el factor inactivante era extraído por
el alcohol.­

Én todos loa casos ae usó una proporción de extracto alcohólico

equivalente al gramo de carne habitualmente empleado para 5 cc de

toxina. (Protocolos IV y V)

PROTOCOLO IV ­

o<_TOXinaO Valor toxina m Titulo Titulo
filtrada alfa ugreg. ‘ra‘ada °°“ inicial final ¿te

5 cc 0,5 K ----- lg. carne lh 37°........1/5400H l/óhoofi 0
2, 5 cc 0,5 # 2,50c lg. carne 1h 37°....... 1/6h00n 1/100 H 6h

5 cc 0.5 / ----- lg.reaid.alcoh. 1h 37°. 1/6h00H 1/6h00H o
2,5 cc o,5-/- 2,5cc lg.re91d.alcoh. 1h 37°. 1/6h00H 1/6hoon o

5 cc 0,5 / -o--- (lg)extrac.alcoh.lh 37° l/BNOOHl/GHOOH0
2,5 co 0,5 / 2.5cc (lg)extrac.a1coh.1h 370 1/6hoon 1/100 H 6h



Anel protocolo IV la primera experiencia confian la inactiva­

eión do la toxina 6 por la carne en presencia de la toxina alta.

La segunda experiencia nuestra que el extracto alcohólico contig

no todo ol poder innatiVGnte, lo cual está confirmado por Que ol

residuo ha perdido totalmente ene poder.­

IB influencia de ln toxina alfa que la señalüria comoun factor

necesario en la inactivaoión do toxina e por carne y por extracto

alcohólico de la mima, desaparece pasa esta últir-"n fracción ai se

mantiene toxina e. por lo menos h hoxuo a -780. (Protocolo V).­

Lnrn oatuo experiencias con toxina congelada ¡a ha utilizado tan

oólo toxina filtrado y para diferenciarle de la que no ha sido oo­

metidn a este tratamiento ln denominaromoo"toxina filtrado conge­

lada” (a o cg. ”).­

Í‘FEOTÜZTGID V

Toxina Valor Toxinwx Ïïtül° Título

0
5 oc 0.5»l ------ Igoreaicíoï-lcoh.1h 379 I/ÜH’VÜli 1/(4-¡00 H O

1.5 cc 0.5; 2.5 f!!! JEÏQÏQÜÍÜQÜICOholh H 1,41500II 0

5 oc 154 ----- ln)oxtrao.alcoh.1h370 l/Ehoo H l/ 100 H 6h
2.5 co 0,5% 2,5 oc 1g)extrao.nlcnh.lh3?° 1/Kkoo H 1/ 100 H 6h

Teniendo en cuenta que la fracción inactiVHnto do la carne eta extra;

da por ol alcohol. oo frucoinnó uicho extracto por tratamicnto con

dietintoa disolventes orgánicos. ïl extracto alcohólico tratóse
con ete: etílico teniendo ani la fracción soluble e inooluble en

etoz; tratando la parto soluble en etcr con acetona. queda una ¡tg

ación soluble y otra inoolublo en one solvente (vez el esquemaoi­



guiente).­

Extracto.

alcohólico
con éter

nsoluble éter.

Insoñuble acetona

Soluble éter ; con acetona_——;u
Soluble acetona.

Los resultados de las experiencias con estas fracciones figuran

en el protocolo VI.­

PROTOCOLO VI

Toxina valor Toxcx Titulo Título
G filt alfa agreg Tratada con: inicial final Atenua.

1)5 cc 0,5 - ---- Extracto alcoh. 1h 37o 1/6hoo H 1/6k00H o

2); cc " - ---- Soluble en éter 1h 37o 1/6hoo H 1/100 H 6k.

3)5 cc fl - ---- Inaoi. en éter 1h 379 1/6400 H 1/6HO0H o

h); cc " - ---- Solub.en acetonalh 379 1/6H00 H 1/100 H 6h

5)5 cc " - ---- Insol.en acetonalh 379 1/6k00 H 1/6HOOH 0

La primera experiencia confirma que la inactivación de toxina 0

fresca, por los lípidos contenidos en el extracto alcohólico no se

realiza en ausencia de alfa, mientras que para la congelada (1'),

Protocolo VII, la inactivación se produce en ausencia de toxina al
fa. Las experiencias 2 y Mmuestran que las fraccioneszsoluble en

éter y soluble en acetona tienen poder inactivante sobre la toxina

9 fresca aún en ausencia de alfa, comoasi también sobre la toxina

0 cg. (2'y h', protocolo VII).­
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PROTOCOLO VII

ïïïiï‘fig?Her 22:2; “¿32121Téïïáï

1' 5 cc 0,5 --- Extrac.a1cohól. 1h379 1/6hoo H 1/100 H 6h

2' 5 cc " --- Soluble en éter 1h379 1/6hoo H 1/100 H 6h

3' 5 cc " --- Insol. en éter lh379 1/6hoo H 1/6hoo H o

u' 5 cc " --- Sol.en acetona 1h379 1/6koo H 1/100 H 6h

5' 5 cc " --- Insol. acetona 1h379 1/6hoo H 1/6hoo H o

Las experiencias 3 y S, 3' y 5' de los protocolos VI y VII mues­

tran 1a poca acción inactiVante de las fracciones insolubles en éter

y acetona.­

Se observó a1 ensayar estas fracciones más purificadas que las

mismas atenuaban la toxina 0 tanto en ausencia, comoen presencia

de toxina alfa, y esto ocurría tanto para 1a toxina congelada a-789

comopara la que no se había sometido a la congelación. Es decir

que todo se comportaba como si a medida que aumentaba 1a purifica­

ción de los lípidos estos adquirian una acción inactivante más di­

recta sobre 1a toxina O no congelada, que no requería 1a condición

hasta entonces necesaria para la inactivación comolo era en la prg
sencia de toxina alfa.­

2.- b) EXTRACCION QE LL CARNE POR ACHTONA .­

A los efectos de tener mayormaterial se procedió a tratar 1a ca;

ne con acetona, puesto que el extracto cetónico contiene substan­

cias que poseen mayor actividad. El extracto cetónico se preparó



en ln siguiente roma.

Una cantidad conocida de carne oe trata con acetona, se deja 2k

horas en contacto tratando de agitar ol mayor tiempo posible, ee

evapora y suspende en solución fisiológica. La euepeneión que ee

prepara Contiene una cantidad conocida de eubutanciaa extraídas por

OC.

lun distintas fracciones.

la inactivación producida por el extracto y la carencia de acción

en ente sentido por la carne extraída.

Hato permite poder comparar los resultados de los ensayos con

En el protocolo VIII, oe puede observar

Los resultados con distin­

tao partidas de toxina 0 congelada o sin congelar permiten confir­

mar los obtenidos anteriormente.

PROTOCOLO VI II

Toxina ü Suspeno ixtracto m Titulo Título Ate"congelrdu cc. alcohól. ‘ra‘ad°° °°n inicial final

o prepa: 200 0.2!. g 5 oc toxdñ cg.1h 37o 1/3200 H 1/100 H 32
¿la el 100 0,12 g " " "' " 1/3200 u 1/100 H 32

9-7.0.143 0,5cc 0,06 g " " " 1/3200 H 1/100 H 32
0.2500 0.03 z " " " 1/3200 H 1/100 H 32
0.125 0.0155; “ " " " 1/3200 H 1/100 n 32

Q prepa­
¡"han el idem idem idem 1/6h00 n 1/100 H 6k
2.3-1-0 3

0 prepa­
rudn el inem idem idem 1/3200 H 1/100 H 32
2-XI-h3

reaidue .
9 toxina ---- etónlco 5 cc 0 og. 1/3200 H l/3200H O

Las mismasexperiencias con 9 filtrada sin congelar

mlluoa reuultudoe.­

dieron los
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Esta acwión intensa del extracto cetónico hizo sospechar que ella

se debia a las grasas o al colesterol libre o esterificado. lo cual

se hizo más verosímil cuando se observó que un expracto de eter de

petróleo de 1a carne total contenía substancias de alto poder inag

tivnnte, cuando se trataba la G-hemolieina.(protoc. IX‘.­

11’.)
A .Ll OTOC01.0 I ­

Wxtracto Título Título
l f" I o s
P°X1na ¿ra°ada °°“ “235:” éter pet. 1n1c181 final ten‘

2cc 0,3 g. 1/12800 n 1/100 H 128
o fil. Extracto éter lcc 0,150. 1/12300 H 1/100 H 128

0,5cc 0,075. 1/12800 H 1/100 H 128
cg. de petróleo 0,25cc 0,003bg. 1/12800 H 1/100 H 126

o filt Realduo éter ----- 1 g. 1/12800 H 1/12800 H o

cg. de petróleo ----- 0.5 g. 1/12800 H 1/12800 H o

o filt.:xtracto éter 2cc 0,2 g. 1/3200 u 1/100 H 32
lcc 0,1 g. 1/3200 H 1/100 H 32

fresca de petróleo 0,5cc 0,055. 1/3200 H 1/100 H 32
0,25cc 0,025g .1/3200 H 1/100 H 32

o filt Residuo éter ----- 1 g. 1/3200 H 1/3200 H o

cg. de petróleo ----- 0.5 g. 1/3200 H 1/3200 n o

Para diferenciar entre la acción del colesterol y de laa grasas,

se saponificó la fracción soluble en étor de petróleo por los mé­
todos clásicos.­

Hl ensayo de las fracciones obtenidas demuestra sin lugar a du­

das, que el principio inactivante se encontraba en la fracción 1n­
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Se trata una cantidad.conoc1da de carne, con éter de petróleo

(varias extracciones) se filtra en caliente y queda aei: un extras
to (a) y un residuo (b).­

El extracto (a) se trata con potaea alcohólica al 0,1 N. se agita

fuertemente y los ácidos grasos pasan por este tratamiento al esta
do de Jabón potásico. mientras que el ineaponificable queda disuel

to en el éter de petróleo. Este ee decanta en un balón y la solu­

ción de Jabones potáeioos ee extrae por dos veces con éter de pe­

tróleo. Las soluciones etéreae se reunen con la primera, se eva­

poran y el residuo se suspende en solución fisiológica, tenemosasi

el "insagonifícable" (e).

El residuo (b) se trote por alcohol hirviente y oe obtiene de eg

ta manera_unthracto alcqgélico (d) y un residuo alcohólico (el.

La solución de Jabones potásicoo ee diluye con agua, se acidifica

con BCI puro y se extrae por tree veces consecutivas con éter de

petróleo, ae filtra, evapora y suspende en solución fisiológica
I."ácidos grasgg" ji) . Protocolo

“ROTOCOLO X

‘OXInu Tratado con: T1t.inic. Tít.final Aten.

1. 0 f.f 0,15 lípidos totales 1h 379 1/3200 H 1/3200 H o
2. 0 f.f 0,1g extrac.éter petr.lh 379 1/3200 H 1/100 H 32
3. 9 f.f 0,13 extracto cetónico 1h 37° 1/3200 H 1/100 H 32
h. e f.f 0,2g ácidos grasos 1h 37° 1/3200 H 1/3200 H o
5. 0 f.f 0.2g ineaponificable 1h 37v 1/3200 n 1/100 H 32
6. 0 r.r 0,055 extracto alcohómuuh 37o 1/3200 n 1/3200 H o
7. Of.f Extracto alcoh.(d) extrae.

éter de petróleo (a 1h 37o 1/3200 H 1/100 H 32

continúa lrotocl X



toxina Trataun con: Título Título fitonuae.
inicifil final

1' e ing. 0.1” lípidos totales 1h379 1/3200 n 1/100 u 32
2' o reg. 0,1g extruc.étcr petrlh379 1/3200 n 1/100 H 32
e. o reg.. 0,2; extrac.cet5n1co 1h379 1/3200 H 1/100 H 32' G fog. 6,28 ácidos granos 1h37° 1/3200 h 1/3200 H O
5' a teu. 0,2g innaponirtcnble 1h37c 1/3200 H 1/100 n 32
6' e reg. 0,055 extxac.alcoh.(d)1h370 1/3200 H 1/3200 u o
" e fcg thrnc.chnh.(a} y extrnc. _

éter petroleo (a) 1h37° 1/3200 H 1/100 H 32

La circunstancia conocida de que cua fracción

oa en ooleaterol noo indujo a ensayar nu acción

(a) en Hitamento ¡1

frente a la toxina

0 con el resultado que ya hemosenunciado al acantibix las erpoxiqn

cian, que poseía una acción inactivvnteoo
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CAPITULO V

ACCION DEL COLESTEROL PURO 1 QE gg ACETATO SOBRE L5 TOXINA g DEL

CL. WELCHII TIPO fi_

El tratamiento directo de la toxina 9 con el colesterol permite
confirmar su acción de inactivación sobre la misma. Tratada una

hora a 379 con una suspensión de colesterol en solución fisiológi­

ca, pierde su actividad hemolitica. Esto se produce tanto con la

toxina recien filtrada comocon la toxina filtrada pero conserva­

da congelada a -789 aún en ausencia de toxina alfa (protoc. XI).­

La toxina incubada a 379 sin colesterol, no modifica su actividad

hemolitica. Por otra parte el colesterol no produce hemólisis de

glóbulos rojos de oveja al 5%y a 370,­

PROTOCOLO XI

Suspensión Titulo Título
colesterol Tratada con' inicial final Aten’

2cc (0,1g) 5 cc tox. o f.f, 1h 379 1/12800 H 1/100 128

lcc (0,053) ' 1/12800 H 1/100 128

0,5cc (0,025g) ' 1/12800 H 1/100 128

0,25cc(0,01ag) * 1/12800 1/100 128

2 cc 5 cc tox. 9 r.cg. 1h 379 1/3200 H 1/100 32

1 cc ' 1/3200 H 1/100 32

0,5 cc ' 1/3200 H 1/100 32

0,25cc " 1/3200 H 1/100 32

Los ensayos se realizan con toxina congelada a -789 (f.cg.) y



sin congelar (f.f).

El comportamiento del colesterol en ambos casos es el mismo. La

suspensión de colesterol utilizada en los ensayos se prepara en la

forma siguiente: una cantidad conocida de colesterol se disuelve en

alcohol o acetona¡ evaporando y suspendiendo el residuo en solución

fisiológica.­
Conocidala acción del colesterol se intentó determinar la natu­

raleza de esa acción.­

El ensayo con acetato de colesterol, muestra que la esterifica­

ción del colesterol impide la inactiVación de la toxina 0 del Cl.

welchii, tipo A. Para llegar a esto se realizaron las experiencias

siguientes:

Se preparan soluciones alcohólicas de acetato de colesterol y cg

lesterol, se evaporan ambasy suspenden en solución fisiológica (es

conveniente conocer la cantidad de substancia por cc. para poder

compararlos resultados).­

Estas suspensiones se mezclan con 5 cc. de toxina filtrada y se

incuban a 379 durante una hora. Ademásla toxina sin colesterol y

sin acetato se lleva también a 1a misma incubación durante una ho­

ra. Al cabo de ese tiempo se titula la toxina y se compara con el

valor_original (protocolo XII).­

El acetato de colesterol se preparó en la siguiente forma

Se Calienta una solución de 5 g. de colesterol en 7,5 cc. de

anhidrido acético, enfriar, filtrar y lavar el producto con alcohol
metilico.­



PROTOCOLO XII

r. (¿wlan-Jo Título Título
ounpenaidn dowputmentada com inicial final Aten.

2cc colesterol (0.05; sec tox.9 f.t 1h37° 1/3200 H 1/100 'H 32

2co acetatocol.(o,05) soc tox. er.r 1h379 1/3200 u 1/3200 n o

2cc colesterol (0,05.) Soc tome fcg.1h37° 1/3200 H 1/100 H 32

200 acetatoool. (0,05g)5oo toma fcg.1h370 1/3200 H 1/3200 H 0
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CAPITULO VI

[lc-Ó IHÏ'Ï Y". AG'WÏT-‘S_o HÏ)WF?ÜHTS SOWRÉ LL TOXIN’ 5 IYÁCTIVhÚ‘ POR

(l-"¿iíï'ï x {Ti-R(i()Ï.'T'Ï"ÏR-')L

Ho conocido el hecho qre 1a toxina 0 hemolítioa del Cl. wolchii

cuando ae inactiva por oxidación. recupera ou actividad por agen­
tes reductores fuertes. En nuestros ensayos ee ha utilizado una
solución de szohuaz a1 10%.­

Ia.1nactivao16n de 1a mismatoxina por el ooleetaxol, por la ea;

ne o extracto de lípidos que lo contengan ea de un carácter difa­

rente a los anterioreo, pues no ae produce 1a reactivación por los
¡eductorea. (protocolo XIII

TRÑTOC“LO XIII

TÏTHLO
TOXINÍ "EMOLITo

1.Tox1nafiltrado origina1.g¿..ooo......................... 1/12500H
2.Toxina filtrada; por oxidh01ónooooooooooooooo...ooooooooo1/100 H

3.Tox1n&{11t.bx1daan tratada por ouluc. de s2ohua2 al 10 fi
durante 20' a 37°..o.............o.oo.o....oooooooooooooo 1/5h00 H

ha.Tox1na filtrado, tratada por carne 1h n 37°oooooooooo... H1/100

kb.Tox1nafiltrado, ¡"activada por carne. tratada con aoluc.
de 32%133210 ¿“anne 20' a 37”...»00-000.¡cocos-ooo... 1/100

Sa.Tox1nafiltrnda, tratada por colesterol 1h a 37°........ 1/100
5b.Tox1nainactivada por colesterol, tratada con solución

(¿e Saokïiilg 10 durante 20' a 37000000oooooooooooooooooc 1/100

En el protocolo anterior, ae puede observar quela toxina 9 deL
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01. welcnu de valor homolitioo inicial 1/12800 H, 1o pierde por'

oxidación (experiencia 2).­

Si esta toxina oxidada se trata por reductores fuertes comoel

820NNa2(un oc. de toxina para 0.1 oo nolucióni de Szohflnz ¡1 10%)
fi Vuelvea titularae, al poder hemolítico no recupera casi total­

mente (experiencia 3}.­

Eate tratamiento aplicado a 1a toxina inactivada por 1a carne o

por el colesterol. no permite recuperar el poder hemolítico, como

puede observarse en las experiencias ha, kb, 5a, y 5h.­
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La circunstancia de que toxina 9 fresca 0610 puede inactIVarne

por lu carne o extgactos brutou de lípidoa de 1a misma, en presen­

cin de toxina alfa, nos induJo a realizar las experiencias señala­

das en el protocolo Que sigue, que permite por lo menos vislumbrar

en prinoi pio. el neoaniano de acción.

PROTOCOLO XIV

T 1‘“ a Título Título x°x r nicm final ’ “m

1. a f.f Suspensión ¿o lfpxqon 1h 37° l/Khoo u 1/6Hoo H o

a. g f.f (Susy. de lípiuoa ¡fis 01f0}1h37° '
se mezcla con la tox.9 1h 37c 1/thno H 1/100 H 6h

3. 0 r.r (Lípidoa más e1fa‘ 1h 37o y Ing
goS'a 100° mezc1.00n tox.1h37c l/ÉNOO H 1/100 H 6h

¡4. 0 f.f (Lípidos más alfa, calentada a.
100° 5’) 1h 37", mezclar con
tOXÍnFï 1h 37coooooooooooooooo l/EL‘ÜO H 1/1600 H l"

1' 0 fgcg Lipidoa 1h 37° 1/12000 H 1/100 H 128

2' 0 f.cg idem exp. 2 1/12800 H 1/100 H 128

3' 0 f.og (den exp. 3 1/12800 H 1/100 H 128

LI o f.og ídem exp. h 1/12800 n 1/100 H 128

Loa resultados obtenidos señalan que la toxina alfa, actúa sobre

los lípddos produciendo unn substancia inactivante, puesto que los

lípidos ¡6105 noñactivun 1a toxina fresca; en tanto que Ion lípidos
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tratados por la alfa toxinn_1nact1Vadapor calentamiento, producen

una inactavnción oquivantonto a cuando no los trata can toxina frog
ca.­

Cmapdrecolas experiencias 3 con 1. h. Para 1a toxina 0 congelg

an que carece do toxina alfa, por razones que no pueuon explicarse

por al momento,no en necesaria esa acción dc toxina alfa aobrb los

11p1d0a. (Emperienoiau1'. 2'. 3'. h'.).­



CÉEITULO VIII

SUïï'PI'MUIÜEE ¿.5 mmm. :‘mz cmrrrrnm. LA

i'R-‘IZ‘ARACION a TW’ITEAnm

TURA

Cono decimos al prlnol io, el eupleo de un caldo peptonado. adi­

cionadn da una cierta cantidad de carne puede producir toxina alfa

pura del Cl. welohll tipo k. Hate método fué proconizado por a

Stewart y Clampltt (17).­

El haber encontrado Quo eau noción lnnct1Vunte se debe al coles­

terol preoento llevó a realizar algunaa experiencias para ver o!

podia sustituirse la carne por ol colesterol puro. Los enoayoo

realizadon demuestran ln posibilidad de hacerlo. Irotocolo XV/.­

r-nnTñCnm T-‘V

saldo utilizado pura Conservadua act
la preparación de tax. nlfn volar alfa valor 0

1. Caldo con carne 0,0019 -' 1/200 H

2. Caldo con colesterol 0,007 -‘ 1/200 O

3. Caldo con locitinn 0.25 —_ 1/200 0

h. Caldo con colesterol y lealtlna 0.25 - 1/200 O

5. Caldo común sin ningún agregado 0.0038 - 1/1600 H

Los caldoa se prepararon on lo oigulonto format

Se preparan solucionen alonhóllcaa no F.ég colesterol; 0.6 g lo­

oltlhay 0,6 g colesterol más0,6 5 de lecitlna.

A cada una de estao oolucloneo no agrega l" oc. do agua estarlo



3:3

11:3d3. hervir 2 minutos. cada una de esta. auspenaioneo nc agro.

gan a los frascos que contienen 200 cc del medio do Cultivog ento­

tilizar n 115° durante 20', enfriar a 37° y añadir a cada frasco

20 oo de cnsunn 10 fi. glucosa hasta 1 fi y sembrar.­
Wl cultivo para 1a siembra oq prepara en tubos de Hall con se oc

¿el medio básico para producir 1a thxinag esterilizanda de la min­

an manera y sin glucosa. Cultivos de 12-16 horas. Copa 107 (pa.

onda 131138veces por cobeyo sin intramuscular)..
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La inactivación de una toxina heuolítioo por el colesterol ha 0;

do establecida ya para elcaso de 1a penaliaina oxi¿vno-1áb11 del
estreytococo po: Hewitt y Todd (22).­

Eetoa autores encontxnron que la llamada oatreptolieina o. del

entreptocooo henolítico pierde no sólo el poder hemolitiznnte nino

el letal por ln acción del colesterol.­

Llegaron a demostrar que esta substancia en ciertas condiciones

proteja n las lanchas contra Ia administración de esa toxina.­

La mencionadaestreptoliztnn 0 está antigénicauente (25) vincu­

lada comolo deuostIÓ 3.fl. Todd con 1a ü-hemoliaina del C1. welchil

tbpo A ; teniendo ambas ¿demás el Caracter ooudu de inactiVarse por

los agentes oxidantes.­

Loa resultados obtenidos por noaotroa que 1a toxina o homolftt­

oa del Cl. welohii tipo ñ en inactiVflda por el coleátetol confirma

la vinculación que exiate entre 1a naturaleza do esas toxinas.­

Cerin interesante comprobhrai la toxina del tétnno vinculada

con la del neumooocoy ln del welchat es capaz de aufxir una inac­

tivaoión aiuzlar por el cnleaterol.­

Hebe oumflrce a estan resultados 1a comprobación que el grupo a1­

oohólico del colesterol parece necesario para la acción inactivan­

te, puesto que 1a mismadesaparece por aoetilación del mismo.­
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1.

2.

3.

Se

RESUMEN ‘°

La inactivación de toxina 0 del Cl. welchii tipo A por la acción

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

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

carne o de extractos alcohol. es necesaria la presencia de tox.°(

En el caso de toxina O Gong. a -789 por un tiempo no menor de H

hs, 1a acción inactiVante se realiza aún en ausencia de tox.a1fa.

Llegada una cierta epapa de purificación, de la fracción de li­

pidos que tienen acción inactivante o empleandocolesterol puro

tampocoes necesaria la presencia de toxina alfa.­

En los casos en que 1a toxina alfa es necesaria puede demostra!

se que esta actúa sobre los lípidos, los cuales adquieren asi

poder inactivante.­

Para obtener filtrados de Cl. welchii tipo A conteniendo tan sé

lo toxina alfa pura, puede sustituirse 1a carne por el coleste­

rol puro.­

La toxina 9 del Cl. welchii tipo A inacivada por el colesterol

no se reactiva por acción del los agentes reductores.­
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