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PROLUOGO

Sefiores Profesores:

El presente trabajo que tengo el honor de so
meter a vuestro dioctamon, fruto de las doctas lecciones y prove
chosos consejos que de vosotros he reoibido, 8élo ticne por ob-
Jeto contridbuir, aunque on grado muy pequofio, a aclarar algin -
aspecto del mecanismo de inactivacién de la 8 toxina perfringens,

iiste estudio, denominado "tosis", ticne por -
f£in, sogin mi modo de vor, docmostrar ocual es el grado de aprove-
chaniento y oritorio del nuovo egresado.- Por eso oreo que estos
trabajos deben sor juzgados en forma cspeoial, en sfz20to, ésta -
oomo oasi todas las "teais", presenta algunas defiolicneoies, que
pueden ser atribufdas cusi fundamcntalmento a la siguiente ocau-
Ba: egrcsamos de la Faocultad habiendo aprobado todas las asigna-
turas y hablendo cumplido con todos los programas, por 30 tanto,
nuestra educacidn qufmica es bastante completa.- Pero cuando que
remos efaectuar una investigacidén determinada o profundizar sobre
un tema partiocular, nos damos cuonta perfectvmente que si bien -
nuestra oultura quimioca general es suficiente para intcrpretar -
hochos corrientes, nos falta preparacién para abordar profundamon
te una deterrminada Snvestigaeién,-

Antes de entrar en materia, deseo dejar scnta
do ni mds profundo agradecimiento a todos los profosores de la =
carrera, que ya sca desde su cdtodra o por sus charlas amistosas
han contribufdo a darle forma definitiva a il espiritu universi-

tarlO."



Desco asimismo, hacer llegar en eéééoigi ai distingul
do profesor, Dootor Venancio Deulofeu ml homenaje de gratitud, -
por el alto honor que me dispensa, acompaiiindome en esto acto.-

También al Doctor Alfredo Sordelli por los sablos cop
sajos que de 81 he reclbldo y por las facilidades que me ha da-
do, poniendo a mi disposleién lo neccsario para llevar a cabo -
este trabajo, dedloo las expresiones de mi méds profundo recomo-
cimiento,.=-

No quiero terminar oste prélogo, sin dejar ssntado mi
agradecimiento a todas las personas que directa o indireotamen-

to, han contribufdo & hacer posible la realizacidn de este modes

to trabajio.~

c==000===
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i1 Clostridium porfringons, llemado también Baocillus
acrogenes oapsulado, o Clostridium welohii, fué aislado por pri
mere vez de un caddver, por los investigadores Welch y Nuttal,-
(1892 .~

Desde ese¢ monmento, su accién petdgena sobre el orga-
nismo humano fué atribufida a mecanismos en quo actian las sustan
clas mds diversas.- in efcoto, aiios mds tarde, Herter (1206-7),
denostrd que los oultivos de Clostridium welchii, contenfan una
hemolisina tormostable, que producia la lisis de los glébulos -
rojos de oonejos y monos "rhesus",.-

S5in enbargo, investigaciones posturiores atribuyeron
las lesioncs de la gangrona gaseosa, & la formacidn de dcidos,-
prinocipulmente el butirioco, producido en el cultivo de este mi-
oroorganismo.- Se oreyé también en esta 8poea, quu el gas produ
cido en los teojidos, tonia importancia en el desarrollo y gono-
ralizaoién de la infeccién.~

A partir del afio 1917, las investigaciones tomaron --
curso definitivo, pués Bull y Fritchett (1917 a,b,0,) demostra=-
ron que por desarrollo anacrobio del Clostridium :iclchil, alsla
do en casos de gangrena gascosa hunana, on infusiones de carne-
de vaca, conteniendo trozos frescos e¢stériles de misculo de pa-
loma o conejo, 86 puede obtener un flltrado de gran poder laetal:
a8 decir, una exotoxine quc¢ lnyectada p. oduce una antitoxina es
pooffioa.-

burante ese riismo ailo, De Kruilf, Adarms e Ireland , --

(1917), demostraron que todas las cepas examinadas producfan una



toxina, pero la actividad hemolitica de los filtrados era my -
variada.~ Asimismo De Kruif y Bollmun (1917) admitieron que la
capacidad del Clostridium welchil, de invadir el cuerpo animal,
depende mucho de su poder productor de toxina.-

También en el afio 1917, Ouranoff (1917), publied un -
trabajo en el que informé que habfe oncontrado mmchas cepas de
Clostridium welohii, productoras, en condiciones adeouadas, de
ana hemolisina muy activa contra gldbulos rojos de howmbre, cer-
do, perro, vaca, oveja, etc..- La hemolisina es termoldbil, --
pues oolocada treinta minutos a 60°, sBe destruye.- Lsta identi
ficacidén de la toxina oon la hemolisina, aunque mds tarde sos-
ténida por autores como Ford y Willlams, Yuth, y otros, es pues
ta en duda por las investigaciones de ''einborg y Lasta (1920,
a,b,), que demuestran que la proporcién de hemolisina en toxi-
nas de olases distintas, varfa considerabdlecrente.~- Sugloren a=-
demds, que las hemolisinss pueden jJjugar un papel importante en
las intoxicacionuss bacoto;ianas.=-

Mds tarde, Kojima (1922) encon‘rd cultivando en oal-
dos glucosados especlales, una toxina hemolitica, torwolBil, -
apcnas letal, no dializable y con propledades antigénicus inde-
pendiuvnies de la toxinra vordadera—nente letal,.-

Luego apareccn los trabajos de llenry (1922)(1923) v
de Viuth (192:%) .- *1 primero sugloere la presencia do dos toxi-
nas en los filtredos, ya que les toxinas precipitadas difcrfan

grandemcnte de los flltrados originales.- Wuth, en camhio, als-



16 una toxina termolibil ocon propicdades hemoliticas y la estu~
dié.-

Neill (1928), =sncuentra que oomo la str.ptolisina,
tétanollsina y pneumolisina, la hemolisina del Clostridium we)
chii, es 1dbil al oxfgeno, ¥y se reactiva por reduceldn posterior
con un agente como el hidrosulfito de sodio.-

Al afio siguicnte, Reed, Orr y Canmpbell (1927), ocon=-
firnan las experioncias de lieill, y de:mestran aus como 8e o8pd
raba, la dosis hemolftica minina (d.h.m.} de la toxina frente a
glébulos rofos oxigenados, es méds alta que la dosis hemolftica-
minima frente a glébulos rojos rcducidos.-

A partir del afio 1928, ¢l problema ad:ulere una oom
pPlcjidad mucho mayor, debido a Gue hasta ese morento, sdlo se ha
bfan estudiado ocepas de origon humano, pero ahora apar:ocn micro
organisiios de origen animal, que dehen inocluirse =n este grupo.-

:n efecto, durante ese ajio, Dalling (1928), aisla -
del dbacilo discntérioco del ocordero, una hacteria semsiante al -
Clostridiun welchii, productora de una toxina sunamente potente
que no e8 neutralizada por la antitoxina del oldsico perfringens.
Pero su antitoxina puede neutralizar la toxina del tipo humano,
tan bion como la propila.-

lintre los afios 1929-1930, Mo. wen (1930 a,b) aisla
otro organismo morfoldgioca y cul .uralmente semejante al Clost:l
dium perfringens y lo lluma Bacillus paludis.~- Il aislamicnto -
lo hizo a partir de ovejas enfermms de un tipo de toxenia llana-

da "struck".-



Fstudios de anaeroblos causantes de Iinfecciones en o
vinos, dieron como resultado el descubrimisnto de otro germen,
que Be olasificd dentro del gru;o del perfringens.- Fué Bennotts
{1952 a,b.), el quo aislé de casos de entorotoxemia en ovias, -
un organisco al que denomind Bacillus ovitoxicus,-

Corio se podrd aprociar, esta multiplicidad de tipos -
bacterianos, ored dificultades en el estudio de los filtrados -
respectivos.- Como hemos visto, ya Henry en el aflo 1923, habia
sugerido la existencla de dos toxinas, una de las cuales es ho=-
molitica y la otrq letal.-

In el aflo sigulente, Schuayerson y Samels (1950) de-
nostraron que en los filtrados estériles de Clostridium welohii,
se pueden cencontrar dos hemotoxinas.- Una de ellas designada A,
o8 activa in vitro, y probablenente al:;o activa in vivo,- La o=
tra llamada B. no causa hemdlisis in vitro, pero destruye endr-
gicamente los gldbulos in vivo.~ I'noontraron edemds que la heng
toxina A. es menos toxioca que la B, y que ambas no pueden ser -
separadas completamente.-

En el misno afio, Weinborg y Combiesoo (19350 a,b,) de
mostraron la existencia de una toxina no especifioca, que ya hg
bfa sido descripta por Wassernan, y lucgo por Kojima, y respeg
to a la oual ya Kendall y Sohmitt (1926), habiin demostrado que
era una sustancia del tipo de la histarina.-

Mds tarde, Walbum y Reymann (19.3), demostraron quo -
osa toxina no especifica anteriormente citada, so produce ocuan
do el Clostridium welchii, orece en nedlos que ocontienen gluco

sa; que no se neutraliza por la antitoxina; y que es capaz de ~



matar instantaneanente a las lauchas, cuando es inooculada por =~
via venosa.-

La bibllograffa como se puede notar, no trae ninguna
cita sobre intento de clasifiocacidn, salvo el que efcotud Simonds
(1915), basdndose en la capacidad de fermentar glicerol e inuli-
na, hasta que Wilsdon (1931-2-3), propuso la divisidn de la espe-
ocle pura, en cuatro tipor, denominados: A,B,C,D,; segn su capa=-
cldad toxigénioca.- Tenlendo en cuenta las relaciones toxina-an_
titoxina, encontrd tres factores que lland: VW,7,X..- De nodo que
teniendo en ocucnta, la clasificacidn de 'ilsdon, podemos dividir

la eapecle pura como sigue:

CRIPOSICIN
TIPO ORIGYN ANTIG.NICA
A De origen humano o oldslco Clostridium
prfringUnso.coooooon..-o L
B Disenterfa del cordero:
Bﬂcillusagnio......-..... "+Z+x
(¢ Toxenia llamada "struok™:
Bﬂonluspﬂluais..ooo.oocooo "*Z
D *nterotoxemia de la oveja:
Baoclllus ovitoxXious ., ¢« « o « o @ = o o ¥+X

Como se ve VWilsdon, no considerd estos faotores oomo
entldades separadas, sino en forma similar a antigenos bacte=~
rianos.~ Asf por ejemplo, la toxina B (la mAs compleia), era -
considerada una especic molecular, con los grupos tXociso %,X,
Lo~

Toniendo como base la clasifiocaclén de ilsdon, pero

usando nétodos mas seguros,Glenny, Barr, Llewellyn-Tones, Ross y



Dalling (1933), llogaron a demostrar que para explicar el compor-
taniento antigdénico de los filtrados de Clostridium welchii, era
necosarlia la adlcién de dos nuevas toxinas, o en su defeoto expll
caflo teniendo en cuenta la complejidad del factor Z, de “ilsdon,
Y propusieron la sigulente clasificacidén de aocuerdo a 108 facto=-
res presentes en cada uno de los filtrados:
Filtrado tipo A: o
Filtrado tipo B: o, 0, &
Filtrado tipo C; &,@ ) O
Filtrado tipo D: «.O
La cquivalencla entre los factores de Vilsdon y los -
factores de Glenny y al., puede resunirse de la siguiente mane-
ra; |
o =W de Wilsdon
K+)+O -% de iilsdon
_ & =X de VViladon
Pcro mds tarde, Prigge (19368), demostrd que ociertos -
filtrados del tipo A., contlienen dos toxinas que 61 llamé o Bcf
Hoy en dia so admite qus: la o? toxina de Prigge es igual a la
A toxina de Glenny y al., y cono 'cx toxina del Clostridiun
welahii‘ha sido pucsta en uso.- La X toxina de Prigge es ususl-
mente llamada @ toxina.-
Finalnente, Ipsen (1959) encontré en los filtrados del
tipo A., tres toxinas que llamézcx,ﬁf,IQ.
De pmanera que, debldo a las experienclas de Prigge pri-

meran.nie, y luego a las de Ipsen y al., la clasificacién de ==



Glenny anterliormente cituda, puede modlificarse de la siguilente =
forma:

Filtrado tipo aA:ol,6,7).

Filtrado tipo B: d.@,5,6,6

Filtrado tipo C: OL.@:),(;‘S

Filtrado tipo D: &,0

e=e0(0=r=

Caracteres genzrales de las toxinas citadas

Toxina o(; (equivale al faotar W de Wilsdon y a la hf,toxina de -
¥rigge).- ks producida por los distintos tipos de Closg
tridiun -velchii, puro aparece en oconoentraoién elevada
en ocultivos (24 horas) de cepas de gangrenes gaseosa hu
mesna.- :8 una lecitinase, es decir desdobla lecitina -
en fosfooolina y estearil-oleil-glicérido.- “n virtud
de esto s hemolitlioa.- Produce la opalescencia de sue
ros y enulsiones de huevo.,~ Estas reaceclones se produ-
ocon en presencia de ilones ocalclo y son inhibidas por of
tratos, fluoruros y fosfatos.-

Es letal inyvectada por via venosa, peritoneal e in
tramuscular,- Produce necrosis caracterfstica si se le
inyecta subcutédneamente,-

La toxina puede ser dosada: por cantidad de hendli-
8is que en oondloiones stundard, produce una hemolisina
*Caliente-frio"; o por estinacidn del grado de opales-
cencia que en iguales ocondiciones se produce en lecito-

vitelina (L.V.).~ También pucde ser dosada serologicamep



te, estimdndola por la antitoxina,.-

Toxina ©; (equivale e la o toxina de I'rigge).- Is hemolftica para

ToxlinaY):

Toxina @ :

Toxina n:

Toxina 6 :

glébulos rojos de numerosus aninales de laboratorio, -
no posee efecto en leoitovitelina, es letal y neordti-
ca.,~ .8 oxf;eno 1ldabil y termoldbil; estas cuulidades =
la asewne jan a la struptolisina O,, ouvn la cual posee =
relaclén antigéniou.~- s neutralizada por el colesterocl
y por el Rhojo Congo.=-

Producida solanente por la cospa Lechien de Welnberg =-
{7ipo A,.) es letal,.no hemol{tioa y no necrftica.- ué-
de diferenclilarse de la toxina Ol por diferencia en los
valo:es de la neutralizacién del suero.- Ya que no es -
hemolitica, probablemente no afcota la lecitovitelina,
ni el suero humano.-

Producida por cepas dsl tipo B y C, aparece sobre todo
en conrentracidn e¢levada en los cultivos J6venes.- Us
termoidtil, letal, y necrdiica.~ Ls realrente inactiva
da por la tripsina, y puede ser transformada en toxoi-
de por accidén del formol,-

Su existencia es postulada para cxpllicar las diferen-
clas existontes entre valores nsutralizantes de sueros
tipo B y tipo C.~- Ls letal, pero no tiens poder hemolf-
tico y reordtioco,.-

.8 producida on oultivos jévonus de cepas tipo B, y -
particulurmente tipo C.- Ls hemolftica para gldébulos -
rojos de algunos animnles.- Ls probable que eata toxina

sea letal, pero no es svidcento su actividad neorética.-



moxina $ : (oorreaponde al faotor X de “'ilsdon). Se encucntra en gra

conecentracidn ¢n cultivos viejos (tres a oinco dfaa) de
cspus B y cepas D.,- Tal cual se cnousntra en el filtra-
do es termostable, letal y necrdtica.- ero ¢ratada oon
tripsina se transfoma en la for®m toermoldbil, mucho nids
t6xiou, sin aumentar su poder de combineoidn.~ s en ==
esta forma termoldbil, como se lu encuentra en el conto-
nido intestinal de ovejas que sufren la disentorfa y la
entorotoxenia infecoclosa,.=-

Las teblas (Y) que se insertan a continuacidn resuncn

las propledades de las distintas toxinus.-

Tl I
iridised
L 1 ]

Toxinas pres:ntes ¢cn los diferantes tlpos de filtrados

P la e | Y o6& |n |6
A +++| — - — - (+) +
B + +++| + + + + P D+
C + +++] o+ + + - 0 P+
D + - - — |++4| P2 | P+

(n

Tahlas cxtrafdas del uartfculo publiendo por Oaklay en 6l =
"Bulletln of :Yuicue" del "Bureau of Eygicne and Tropical diseases"
10l, AVIII = N 10 = 00t.1940,~
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rrincipales propledades de las distintas toxinas,

Joxima | Hemptea| Letal \Necrosontellooinisa | Fhecty ool Color

cl + + + + Jermosiable .

- -+ + - Jermo [abi!

Fltrado del culfyn : formosiohe
Jgo 1rlestid) : Jermaleb/.

DI [0 | O |RNR |
|
+
+
I

+ + + — Jermaolabil.




La & toxina perfringens contenida on los cultivos de Clos
tridium velcohii, tipo A.,hemolisa los glébulos rojos, y eono -
denoatrd Todd (1941), os 14bil al oxfgono y estd relucionada =
oon la streptolisina 0, oon la ocual posee comunidad antigdniloa.-

En este trabajo res propusimos demostrar las oondiociones o
factores que favoreoen o inhiben la aoocién del oxfgeno,- Adenmds,
oomo al pareccer se trata de un sistoma de 6xido reduccidn, in-
tentamos llogar experimentalmente a determinar de que tipo era
el refcrido sistema, es decir, que sustaneia o grupo de sustan-
clas, rigsn por oamblos sucesivos esta clase de fendmenos.-

El primer punto due debimos resolver fué el slgulente: en-
contrar una sustancla reductora tal que, al sor adloionada a =
la toxina, no permita la oxidacidén de 4sta.- As{ se puede nman-
tener el matorial ceon poder herolftico lo sufieisntamente ole-
vado, ocomo para nedir sus fluctuaolones, cuando se somote la -
toxina a otros procssos.-

Adends, la toxina entera, es decir, el filtrado de los oul
tivos de Clostridium velochii, tipo A, posee una canmposicién ex-
tremadamonte ocompleja.~ Las sustancias inortes quo aoompafian al
principio hemolitico, producen muchas veces reacciones que in-
terfisren a 1as de la hemolisina proplamente dicha.- Por esta -
razdén, el segundo punto que tratanos de resolver fué el sigulcp
te: soparar y purificar el ptinociplo hemolftico.~- Para ello uti
1lizamos los métodos olésicos de precipitacidn de la fracoidn pro

teloa por accién del sulfato de amonio & saturaoién, y luepo pu
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riricacidn josterior de esta por el método de dldlisis.~- As{ -
ge obtuvieron varias fracclones, que al ser tratadas por agen=-
tos reactivantes, tales como el hidrosulfito de sodlo o «1l do}
do tiogliodlico, nos condujoron a resultados - on base a los =
ocuales podemos sugerir - la existencla de una sustaneia partioy
lar, presente en las toxinas enteras, quo permite la acoidén re-
aotivadora del Aocido tioglioblico, ye que al desaparscer esa su3
tancia, la accién es nula o contraria a la reactivaoidn.-

Las exjperienclas de oxidacidén por otros agentus, ta-
les ocomo el iodo, o el ferricianuro de potasio, nos llovaron a
denostrar que on estos casoa, lu inaotivacidn de la toxina se -
lluova a cabo en forma irrevcrsible, es deoir 8l ser tratada nue
vamente oon hidrosulfito de sodio o con doido tloglicdlico no -
regenerar su capaclidad henolfticu.- :stas experiencias se hiole
ron en ﬁaee a las que ya habfan efeotuado C,V.Smythe y T.N, Ha=-
rris (1940), con un determinado grupo de?strsptococos hemoli-
ticos.~

La interprotacidén de los resultados do estas expe-
riencias de oxldaoidn, as{ como la individualizaoidn de las sug
tanoia ocuye existoncia fué anterlormonte sugerida, se hacen =
my dificultosas debido a que, ocomo todav{a el Clostridium we}l
ohll, se cultiva en medios de oomposiocidn compleja, las conclu=~
siones de las exporisnocias efectuadas ooﬁ esta clase de filtra~
dos pueden sor, a veces, erroneas o dispares.~ Por eso orcemos,
que ol estudio raoionsl de estos sistemas podrd ser e¢ncurado =

oon nmayores perspoctivas de éxito cuando se llegue a oultivar -
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el Clostridium welchii, en medios sintdtiocos.-

Se puede atribulr ademds, a esa extroma oomplejidad -
en la composioién de los filtrados, la inconstancia ¢n los datos
obtonidos cuando #e tratd de investigar la presencia de gluta=-

tion y ocitooramo,~



PU.PARACION DEL MaT RIAL ¥ MITO0.)0 iJE TITULACION DE

L HiIOLISINA

Obtencién de la @ toxina:

En un frasco Jrlenmajar de dos litros de capaocidad, se
colocan 600 mil., de "caldo bdsloo".~..8te se prepara con agua de -
oarne a la que se adiociona 2 o/oo de fosfato disddlco, 4 o/oo de
sloruro de sodio, 2 o/o de pepbvona "Parke Davis", e hidréxido de
sodio en cantidad suficiente para obtener un pH igual a 8,4.-

El recipiente yue posee un tapén de goma con sistema de tubos pa-
ra lavado oon hidrdgeno, tubo para agrogar hidréxido de sodio, y
tubo para la siembra y toma de mmestra, s8e esteriliza a 115° du=-
ranto 20 minutos y se saca del autoclave adn caliente.- Se cnfria
hasta 37° bajo corriente de hidrdgeno, producido en un aparato de
Kipp y lavado con hidrdxido de sodio y rermanganato de potasio al-
calino.~- De esta forma se gvita que el aire esté en contacto oon
el medlo.~ Se agr:ga luego la solucidn estéril de glucosa al 50 %
en cantidad suficicnte para que la concentracién del medio sea -
1l o/o.~ Se o0o0looa eon un baiio a 37° y se sicmbra un ocultivo fresoo
(12 horas), de [orfringons 107, ocultivada en el mismo wedio y en
tubo de Hall,-

Manteniendo siempre la tcmperatura a 37°, se haoe pasar
continuanente corriento de hidrdgeno; y ye a la rrimera hora oo-
menza & notarsc¢ el desarrollo.- Se toman muestras oada 15 minu-
tos aproximadamente, se titulan con "fenol red" y so acondiciona
el pH entre 7,6 y 7,8, por agrogado de solucidn estdéril de hidré-

xido de sodio al 20 o/o.~ En general cntre las 5 y 8 horas, la =e
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operaocidn estd terninada, entonces se huace pasar hidrdgeno duran-
te 15 minutos mds, ¥y luego se deja el aparato bajo esta presién
de hidrdgeno.- Al terminar la incubaocién a 37°, el oultivo posee
toxina Ol ¥y toxina @, y s86lo al cabo de uno a tres dfas desapg
rece la toxina 0ol , en tanto que la toxina €& disminuye poco o -
nada su actividad.- Se centrifuga luego para separar la mayoria
de los gdrnenes a 4,800 revoluciones por minuto, durante 30 niny
tos y se filtra por 8eitz, obteniéndose asf un filtrado muy té-
xico de @ toxina.~

on este trabaujo, los tdrninos & _toxiny, toxina € ente-
ra, o filtrado perfringens, que son equivalentes, signifiocan el
material estéril obtenido por el procedimiento anteriormente oi-
tado.~

Téonica del dosaje de la hemolisina.-

n un tubo de ensayo se ooloocan 0,2 mil, de filtrado
original y 9,8 mil. de solucidn fisioldgicu, con lo oual la to
xina queda dilufda 1/50.~-

Se dispone una serie de tubos y so introduce en oada -
uno de ellos, menos en ol primero, 0,5 mil. de soluecidn fisio-
146¢lioca .- Luego se colooca: en el primer tubo 0,5 mil. de toxina
1/50; en el préximo 0,5 mil., de toxina 1/50; la oual con los -
0,5 mil, de solucidn fisioldégica queda dilufda a 1/100, se toman
0,5 mll, de &sta y se coloca en el siguiente tubo y asi suocesi
vanmnente,- Luego se colocan en cada tubo 0,5 mil, de suspensidn
de glébulos rojos de ovjea en solucidn fisioldgioca.- De esta -

manera en el primer tubo queda dilufda la toxina al 1/100, en -



el segundo al 1/200, en el taroero al 1/400 y as{ suocesivamente,.-
Se introducen luego los tubos en un bafo a 37°, y a la medla ho-
ra 86 hace la leoctura de la hemélisis, en la cual se tomaron en
cuenta los sigulentes térnrinos:
=; Cuando al centrirugar 6l oontenido, la solucién fisioldgica -
aparsce incolora.-
Hi;ouando al oentrifugar la muestra, la solucién fisoléglca a-
parece levcmonte tefilda y hay sedinentacidén de la casi tota-
lidad de los gldébulos rojos.-
$i:significa que la mitad de los glébulos rojos sedimentan, y =
la otra mitad se ha hemolizado,.-
CH;ouando solamente una pequeila parte de los gléhulos rojos ha
quedado sin hemolizar,.-
H_;representa la hemdlisls de la totalldad de los gléhulos ro-

,108."
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PARTE EXP. RIMI.NTAL

Tratmmiento de la € toxina con clanuro de potaslo:

Se traté de busecar primoranente, la concentracidén épti-
me de clanuro de potesio, neoesaria para ovitar la destruccidn -
de) poder hemolitico de la toxina.- Los rosultados obtenidos en
un nimero oonsiderablc de operaciones, pueden rosumirse en los -

datos de una de las expericnocias tomada como tipo

FPeriool 7ronscortr| 7pxiaa Z@slhgo \Joxng *CVK. | Toxiwg *CHH. |loxing #CHH

ZZ"’?’ZIE’ ;’: Z:i%’;? S Trelor Zgwialerle Yy _21;70/}/5/@/6 Yo f;a/i/a/eﬁfé Yoo

Mmbp(@yﬂ%/ V6900 H - — -

2dras. V200 H V6400 CH | V6200 K 932200 £y
Sds. 7100 - 3200 PH | Y3200 K Y800 4

La tdécnica operatoria oconsistid en agragar la canti-
dad de ocianuro de potasio s8élido necesaria para obtener la con
centracidn descada.-

Cono sc puede ver la menor ooncentracién mds apropia-
da para oonservar el poder hemollitico de la toxina, es la equi-
valunte a una soluoli’n de clanuro de potasio N/50,.,- Por eso, a
partir de este momunto, ocuando en este trabajo se olte a la toxi
na tratada oon clanuro de potesio, se referird siempre a la ocon
centracidén antoriormente oitada.-

La proteccidn del valor hemolitico por acoién del cia-

nuro de potasio, fuéd ampliamonte confirmada en una serle de ex-



periencias complementarias, de las cuasles cito a continuacién -

los valores de dos de ellas, quo he tormado como ejamplo

gg,‘e’i‘/"é’/?%ﬁ%% Joxina |/oxina *CIK. ﬁi’;;/.;"g,%;:,,”,g’,’,‘ﬁg Joxena |loxira *CH
'Zf;,y ,52,’ o | 7estigo | Zguedente Y ) |47 /ZZ::‘”’ZZ::Z: 7estigo. Fguwkne ¥
Vtor Orrguizel Tizoow| — Votor Crravii/ Tesooen| —
[ | V800K Jazook Jkg | Jrevocw| T3200
Zaeas | Yevo s H| Yazo0k Fduis | Weoo- | Jzoory
3diss | Two- |Brofu|| bdés. | — | Vewey
’ ;7 - Py
6 angs — V600 H F s — 7500 H
Sclrs — | Zisvorw §s — | Zsocrn

Se debe hacer notar, que si se efectia la titulacidn

de la toxina, inmcdiatamento después de haberle agrcgado el cia

nupo de potasio, se puede observar en la mayoria de los ocasos,

una noderada exaltacidn del valor hemoliftico del filtrado,.=-

Tratanlento de la @ toxlina ceon otras sustanclas inhibidoras de

enzinas.-

Las experlenoias llevadas a cabo en forma similar a la

anterlior, pero utilizando sulfuro de sodio, uretano y azida sé-

dica como asgentesa inhibldores, demostraron que estas tres sustan

clas no poseen propiedades comscrvadoras, ya que sl poder hemoll

tico disminuys en todos los casos on forma aproximadarente andlo
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ga a como lo hace la toxina original .~

En las tablas de valores dadas a continuacidn, pueden

verificarse los resultados de estas expericnoias

Fervodo Transcorrido

. . — — —
%%w=6&@¢ha[ V6200 # — — S
2dis 7200 H 7400 cH Y200 # 7200 cH
Bhas 7100 - 1200 K Y100 ¥ 7100 -
ﬁ,’;ﬁ"ﬁ,f;i’ﬁ;f,,‘jf,ﬁﬁ Joxine Jestiqo| Toxima * My Ny | Joxima * M, 4, | Jowims *4 4,
y b lect dels Kem Siz Trater. | Zguvotente ), |Zguivaente %, \ZgeiolenZe Jpo
Vetor Origmal | 76000 # — — —
Ldras 7200 H J200 e 7200 H 1200 H
S s 7100 - 7100 - J100- Yoo -
AR A — — —_
Ldhis. V200 H 7200 i 7200 H V200 X
Aoras Jroo - 7200 H T100 H 7100 -




Inactivacion de 1la 8 toxina or el air::

.8tas exporlencias se llevaron a esho con € toxina ori-

&lnal ¥

con € toxina tratada por ocianuro de potasio.- T.a tdcnica

consiste cn pasar durante un tiecmpo detersdnado (nosotros enplea

1208 30 nminutos), una corriente de aire que burbujea en la toxina,

Asi puede denostrarse que la & toxlna tratada por clanuro de pota

slo, resiste perfectancnte la accidn del oxigeno del aire.-

canbio la & toxina original nosee un comiortaniento nuy irr=gular,

en cfacto, alssunas vocss, se destruye completancnte,

86lo una leve at<nuacidn.=-

r otras posae

En el ocuadro sigulents: puzden ve:s8e las difercnoias en-

tre algunas toxinas tratadas:

Z?/;:g o/ TPJ;:}?ZZO/O Joxina. \laxma *CN| Toxina |laxma *CH|oxra . %X/ba"f/] Joxrna | lonos "z")
grre u/a/e’c aklg Hem.

Valore Orrgrive/. Y/600 4 V6400 CH Y 1600 # 13200 ¥
Jdra. Yocon | Veoow | 120024\ 1200 4 | V600 rW| oo # | Tievo | Vacoe
Bdiss. ToogH | 1isoow | 1100 | 13200 #7800 K | Jis00k | 1800 ¥ | J3200 )
I Ags. Yoo~ |Wspom| — | Voo | 1800 # | Visowellboo sH\ /3200¢s
#eas. — NBoocn | — |1Book | 1800La\ T600EH Jawo w VFem ry

Murirficneidn de ls € toxd

na por precipitocidn v didlisis:

ste ensavo se 1l:vé a caho por ol

1étodo ocomin, es de-

cir, adicidn de sulfato de amonio sélido, =on cantidad suflci :nte

para saturar la mestra,

agitaocidn, rqposo, decantacidn y see
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paraoién del preoipitado, y dilusidén del mismo en solueclidn fisio
l8glca.~ I'n esta forme se puede separar la parte de la toxina =~
que preclpita con sulfato de amonlo, que como se demeaestra sen-
cillamente por un dosale, contiene la hemolisina.-~

La segunda fasc en la purificacidén de la toxina, oon
siste en liberar a dsta, basdndonos en sus propledades coloida-
les, de las sustanclas que se separan por dildlisis.- Se aplicé
en esta operacién el método oomin, y salvo indicacidén al respeg
to, slempre que en este trabajo s8¢ clte la didlisis de la @ toxi
na o de sus fracclonus, se rafloere a la efectuada dejando a aque
1la en dlalizador durante 24 horas, contra agua corri- nte,-

La toxina purificede en esta forma, pilerde en parte =
su capacidad hemolitica, pero esta pdrdida es mds acentuda ocuap
do en vez de tratar previamente la toxlina con olanuro de potasio,
ge manipula con el filtrado original.-

Il ouadro I, inseortado a continuacién, nos muestra -
las fluctuaciones del valor hemolitico durante los intuntos de-
purificacidén de una de las toxinas tomada oomo tipo, a la cual se
le apliod el método de precipituocién y didlisis.-

Conviene aclarar que la nomenclatura del ocuuadro si-
guiento, ocuando se oita toxina rovcipitada por sulfato de amonio,
mis clanuro de potasio y toxina precipitada por sulfato de amonioc
dializada mis cianuro de potasio, se trate de fracolones a las -
cuales 8e le ha agregado, olanuro de potasio en la misma ooncen-

tracidén que se usa para la toxina entera,.-



CUADRO I
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Regonerucgén del poder hernolftico de toxinas inaotivadas por

oxidacidn,-

Como ya se he oitado, en el afioc 1926, Nelll, desou=
brid quo una de las toxinas del Clostridiun velchii, tenfa la
propiedad de ser 14h1l al ox{geno.- i'sta toxina fué identifica
da ocon la @ toxina perfringens por “odd (1941),.-

¥stos autores estudiaron tanbidn la accidén de sustap
cias reduotores, para restituir ol poder hcmolitico de las toxi
nas previasente inactivadas por oxidacidn.-

lousotros estudiamos la accidn de dos de usos ugentos
r:ductores quu poseen propledades de reaotivacidn, son ellos el
hidrosulfito de sodio y el 4cido tioglicdlico.-

Las experiencias con hidrosulfito de sodlo se lleva-
ron a osho de la siguilente ranera: se tratd prineranente de bus
car la concentracidén 6ptima de hidrosulfito de sodio (agonte re
ductor), ncocesaria para obtener una rogoneracidén nds efaoctiva -
del tftulc hemolitino de la toxina.-

Para ello se ensavaron ooncentraciones de hidrosulfi-
to de sodlo que variaban entre el 3 % y el 1 o/00, ¥y como puede
apreciarse en el cuadro sigulente, la concentracidén mds apropila

da resultd ser la que oquivale a una solucidén de hidrosulfito d

sodio 8l 1 o/oo,~
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Concontocin de§ e, | Toxrina 70/;,’;115:5;/2;% e 7
3% B0 H 100 H T1ow -
/% 1800 4 00 K Wew
& %o 73200 7200 H# Yoo -
28 oo 73200 # 7900 # Yoo Py
6% 13200 # 7400 H J800 Py
125%, 76400 4 76004 H 7600 4 H
! %o 76000 H 7800 H S0 L H.

"8te cuadre, que raopresenta los rosultados de nna de
las nunerosus cx' criencias efcctuadas, nos pornite deriostrar que
la activacidn es nids accntuada =sungue 8 veces muy levrente=-,en
la toxina erntera que en la toxina Lreciiitadu por sulfato de aung
nio y a su vez en ¢sta us fiaror que en lu nisra fraceidn cue pro
viarente ha sido dlalicada.- olenos afirnar entonees, que u 18-
dida que purificarios 1a - oxina, iisuiruye su aptitud de reuctiva
cidn :or -1 hidrosulfito de sodio, es decir, la inactivuacidn que
ha exerienntado va si:ndo eada vez nos irrev.rsibhle .-

La tdenica s:iguida ¢n estos ensaros, fud a siguiente:
sc¢ huoce una Solueidn ar 10 % de hidrosulfito de sodia, en solu-
cidn burffer de fosfato disddico 1/7,5 y fosfato dipotdslco 1,7,5H
cuyo pii es ijuwwl & 7.- be colocun luc to en un tubo de onsayo, =

9,9 nil.de toxine ¥ 0,1 nil. de 1la solueldn de hidro;ulfito de =

~



sodio preparada anteriornente, se tapa con parafina y se lleva
a estufa a 37° durante 30 ninutos.-

La reactivacidn de la toxina ocon dcido tloglicdlico
se astudio en la misma forma que la anterior.- T1 m€todo utili-
zado fué el sigulcnte: en un tubo de wnsayo se colocan 9,9 nil.
de toxina y 0,1 mil. de dcido tioglicdélico, se deja 30 minutos
a la tenperatura ambiente y se huce la lectura de la hemdlisis .-

Se da-a continuaoidn un cuadro comparativo de las -

toxinas tratadas ocon hidrosulfito de sodio y con deido tiogli-

L

cdlioco:
IR lmento. TI7ULOS JE LAS DIVERSHS OIS T3 4S
\oor Orpguraly 1700\ oo - | Yoon | Troo- | Trwes| 7ia k| 7o
& G M, %@M// 122006 zew &\ oo w | lete w \soo en) izzeo
Rt Foghheotcd J60o W /800 A\ Teco # | Jeaoor oo e Jetromw| Yovok

Cario puede apreciarse, el poder de reactivacidén del

hidrosulfito de sodio es mayor que el del dclido tiogliodlico.-
lLas experiencias con doido tioglicdlico, al actuar -

éste sobre las distintas fracoiones, nos permitieron demostrar:




12) la toxina precipitada por sulfato de amonio, que
como sabczos se activa por accidn del hidrosulfito de sodio, no
se aotlva por ol doido tioglicdlico, y es :uds, 8i la toxina pre
cipitada nor ol sulfato de anonio a tratar posue titulo heroli-
tico dosable (por nds ba'o que este sea}, lo plerde completumen
tc.~ Debe hucerse notar asimisno que en todos los casos, esta -
incapacidad de reactivacién esti acompaflada con la aparicidn de
un preclipitado muy tome.-

A continunclidén made observarse el ocuad:ro con loa da-

tos que se obtuvieron on esta serle de experlenclas:

rd 75_/71/&/770 dgo/a
Toxina FPOA. 170008 DF LAS MULSTRYS TRHIHILS
por L¢()¢ ( /’/ﬂ’/g
Volor» Cpigunal| 7100 - Vopow | Woo- | Yo~ | Yooy
&% G M, T8o0 K | TR00k | Twsoom| Jaooy | Mook
Ao Togheali] 7100 - 70 - oo- Woo- | poo-

2=) 11 sulfato de amonio que impurifica la toxina pre
cipitada por el risno, es coripletanmonte ajeno a este necanismo,
en efecto, 81 se le agrega a la toxina cntera una oantidad de -
sulfato de eronio andloge & la nue posee la toxina precipltada,
la reactivacion se l1leva a cabo en la nisna forna que lo haoce -

rara la toxina entera.=




L.os resultadosa ohtenidos se resunren en el ocuadro si-

guicnte:

Muesta Tratida

[1TUO3 JE LS MULSTRRS TRATEITS

por He. Ziogtiapico

Vo Origrial | Troo- | Too- | troow | Jeo- | Yooey
Joxrra. 1800 K | Vawk | Venoon Yoo\ lazee

SONTTT 54, Yovoew | Yooy WE00LH\ Voo # | Jazoe py

U2) 81 a la toxina precipitada por sulfato de amonio se

le agrega el licuido residual, es decir la parte que no ha preci-

Pltado orlginariamante con sulfato de anonio, se obtienen valo-es

henolitiocos que aunque a veoas no se aproximan micho a los de la

toxina original rezctivada por el nismo néiodo, nos sirven para -

confirnar que: la sélo presencia del lfquido residual de preeipl

tacidn, posibilita la reactivacidén de lu toxina precipitada por -

sulfato de amonio por accldn del 4cido tilogiicedlico.-

Cono se pucde ver en el ocuadro que sigue, una scrie de

expericnelas corroboraron e€stos resultados,-

{(ver el ouadro en la pd.-ina 28)
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42) 1 agregado a 1la toxina precipitada por sulfato de
anonio del caldo qus s6 usa para el cultivo del Clostridium wel-
chii, jrotege también la activacidn de la fraceién citada por ac-
clén del doido tiloglicdlico.- De este hecho deducimos que en el -
caldo original, existe una substancia que permite la reaotivacidn
de la toxina precipitada po. sulfato de amonio por accidn del 4ol
do tioslicblico.~ asdends, como Al agregarse glucosa o peptona --
"Farke Davis", en las proporciones en que se hallan en el caldo,
la toxina nreclpltade no adqulere la propledad de reactivarse, =
puede afirnarse que esa substuancia se halla en el agua de curne,.-

Il cuadro siguiente resume los datos Ge una de las «X

periencias tonada como tipo.-




Muestos Tralidas
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59 81 se agrega despuds del dcido tioglicdlico o jun-
to a é1,1a ocantidad de hidrosulfito de sodio, necesaria para reag
tivar la toxina precipitada por sulfato de amonio, dicha reactiva
eién no se produce,~iste hecho indicaria que entre el dcido tio=-
#lic8lico y el principlo hemol{  icn, se forms un compuesto, que no
permite la acoidn ulterior de otro agente, y que muy bien puede -
oconsiderarse reluacionado directa o indirectamente, con el precipi-
tado que como ya heuos dicho, se forma al poner on contacto la to-
xine precipitade por sulfato de amonio y el deido tioglicdlioco.-

Cuando se estudld la fracoidn obtenida por didlisis,
pudimos observur que se presentaban muchas dificultades.- *n pri-
mer lugur, los resultados no fueron concordantes, puéds corno nos
dermestra la tabla de valores adjunta, aunque la mayoria de las ex
periencias, la toxina diallizada no se reaotivé oon el dcido tiogli

¢dlico, hubo sin embargo, algunos resultados discordantes,.-



Zﬁiéuméwﬂzloaf"
Ko Z%Evkho/ca.

T/TULOS HEMLITIEDS LE/DOS

Volor OrigmaZ. | Yook | Yoo- | Two- | Jwow
Tonrie. Tavoow | Weoow | Tpoow | FazooH
Torme Ditsgoce. g - oo - Yoo~ | oy

Ahora bilen, si es que efectivaiente la toxina dlalizada,
no se reactiva por el doido tioglicdlico, ocomo puede Ssupon:rse,-
ya que la mayoria de las cxperiencias lo atestiguan, podrfa real}l
zarse la sigulent: experiesncia: dlalizer la toxlna contra un volu
men medido de agua; luago evaporar este agua & temperatura infe-
rior a 37° (para evitur que ocualquier substancla se inhiba), hasts
que se ohtenga un volumen del l{iuldo deseado.~- Al agregar oste -
1{quido a la toxina dializade, que ha perdlido la capacidad de reac
tivarse por el doido tiogliodlico, volverfa a hace¥lo, ya que , -
se le agregarfa nuevamente la substancia que protege el mecanis-
mo de reactivacidn.-

I's negesario aclarar que se parte de la base, al bos-
quejar esta expericnola, de que no es una destruccidén de la toxi-
na por didlisis (ga que se reactiva por ¢l hidrosulfito de sodio)
8ino la pdrdida de una substancia que protege el mecanismo de --
reactivacidn.~

iste experiencia realizada solumente en dos oportuni-
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dades, di6 resultados contradictorios, y su realizaoién dehid a=-

bgndonarse por falta de materlal necesarlo para ejecutarla.=

Inuctivacidén de la 8 toxina perfringens por agentes

oxldantes. Accidn del lodo y del ferrlcianuro de

potaslo,

Estas experienclas se ejecutaron de acuerdo a la téoni-
oa adoptada por C.V. Smythe y T.N, Harris, en un estudio sobre la
inactivaocidn de algunas streptolisinas.-

La téonica seguida se puede describir as{: se trata la
® toxina oon 0,2 mil. de solucidn 0,5 M de ferricianuro de pota-
sio por mil. y se deja 20 minutos en reposo.- 0 se trata la toxi-
na con 0,5 mil. de solucidén 0,1 N de lodo en loduro de potasio -
por mil, de toxina y se deja 30 minutos en resposo.-

Se leen a continuacidn los tftulos hemol{ticos, los resul

tados se resumen en el cuadro siguilente:

)%wémmbﬂb'a@,éz
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Como se puede ver, las toxinas, cuelquiera sea el tftulo
hemolf{tico que posean, lo plerden totalmente por luasccion de estos
oxidantes .-

Se pudo demostrar tanbidn que s8i una toxina tratada con -
fodo 0 oon ferrlcianuro de potasio, era luego sometida a la acoidn
del hidrosulfito de sodio o del dcido tiogliocdlioco, la reactivecién
no s8e produce.- La experiencia demuestra entonces, en estos casos,

que la inactivacidén de la @ toxina perfringens es irreversible,-

~===000~-=



DISCUSTION Y CONCLUIIANYLS

la & toxina perfringens que ecomo ya sabeomos, herolisa
los gldébulos rojos de muchos animeles de laboratorio, pierde esta
propledad cuando se la expone al alre,duranta un determinado tian
poO.~-

Ahora bien, como nosotros a pesar de emploar siempre las
mismas cepas y ¢l mismo tipo de flltrado, obtuvimos periodos de -
inactivaoidén (para lus distintas muestras de toxinas ) bastantc -
diferentes, pensamos que este hocho debe atribulrse a la ocompleji
dad del medio.~-

La 6 toxina inactivada por el alre, puede regtituir su
tftulo hemolfitico original ocuando es tratada oonveniontecmente con
un agente reactivante, tal oomo 61 hidrosulfito de sodio o el dej
do tioglicdlico, ¥ en ests cas30 nos encontramos entonces, ante =

una inactivacidn reversible de la toxina.~ En cambio, cuando la -

toxina es inactivada por accién del lodo o del ferriclanuro de pg
tasio, pl:rde la propiedad de reactivarse después de haber sido -

inhivida, y por lo tanto ha sufrido una inagtivacidn irreversible.-

Cuando se purifica ol filtrado, (por proecipitacién o
didlisis), puede demostrarse que los agontes reactivantes olevan
el tItulo henolftico de la toxina purificada, aunque en forma me-
nos marcada que como lo hacen cuando actidan sobre la toxina oru-
da.~- Esto demuestra que durante sl proceso de purifiocacidn, la ==
toxina sufre los dos tipos de atonuacionos; la roversible por =-

acoién del aire, y un tipo de atonuacién irreversiblo,-



El oianuro de potasio protege & la toxina ocruda o purif}]
ocada de la accidén inhibidora del aire, y esta proteccidn persiste
ouando el filtrado es somctido a proocesos de purifiouacién ( preci
pitacidn o didlisis).~ En cambio el sulfuro de sodio y la azida -
8bdlica, que en los procesos bioldgicos habituales poseen una accién
paralela al clanuro de potasio, en este caso no la ocumplen, ya que
agregados & la toxina en proporoiones oconvenlentes no la protegen
en absoluto de la acclidn inactivadora del alre.- Los ensayos eofeg
tuados oon uretano nos demostraron que esta suhstancla, tanpoco es
capaz de protager a la toxlina de la accién del aire.=

Cuando se haoce actuar sobre la toxina bruta el hidrosul}
rito de sodlo o ul Zcido tlogliedlioo, poseen un busen poder de reag
tivacién sobre ella, es decir, el tftulo homolftico de la toxina
vuelve a ser igual al que originariamente tenfa.~- Poero cuando el =
filtrado se purifioa, ( por precipitacién o didlisis ), puede ser -
solamente reactivado por el hidrosulfito de sodlo, pués el dcido -
tioglicdlico es incanaz de rcactivar la toxina preecipitada por sul-
fato de amonio.-

Ahora bien, ocomo al tratar la toxina precipitada por --
sulfato de amonlo ocon 4cido tlogliedlico, aparece un proeipiltado
tenue se puede asoclar esta incajacidad de reaotivacidén a la apa-
rioidén del precipitado.-

Iista 1dea se basa en la sigulente experiencla: si se -~
agroga agua de carne a la toxina preoipitada por sulfato de amonio,
ésta adquiere la propledad de reactivarse por el doido tiogliodli-

6o, ¥y ademAs el precipitado tenue no aparece,-
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91 se adiciona despuds o junto ocon 6l dcoldo tioglioedli-
oo, hidrosulfito de sodio, pisrde éste también la propledad de --
reactivar la toxina.-
_ En base a estos hechos, podemos dcducir, que cl dido
tioglieblico, posee sobre la toxina precipitada por sulfato de a-
monio alguna de las siguientos acoclones: puede destruilr la toxina,
o puede inhibir el grupo hemolitico, o simplemente puede precipi-
tar junto a la hemolisina.~

De acuerdo a lo precedentomente expuesto, podemos suge
rir la existencia de una substancia que no preoipita por sulfato
de amonio a saturaocién, que estd conienida en el agua de carne, y
cuya presencia en la toxina precipitada por sulfato de amonlo, ha
ce posible su reaotivacidn por rmecidn del dcido tioglicélico.~ -1
mecanismno de acoldén de esta substancia no pudo sur demostrado,.=-

Zsta substanocia puede-ser la misma que pasa por di4li-
sis, cuando se efeotia esta operacidén sobre la toxina oruda.- Las
experienclas efeotuadas para obtoner la 1ldentificacidn de sstas -
dos substancias, dieron al prineipio resultados positivos, p:ro =
luugo los datos obtonidos fueron contradiotorios.~ Como cusndo --
los resultados no sran del todo oonocluyentes las experienciaus de-
bleron suspenderse por falta de material, no podemos afirmur la -

identidad de las dos substancias.-
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CuNCLUSIQNES

12) La © toxina perfringons cs inaotivada por el aire =
en forma roversible.~ kn camblo, otras substanclas ocon mayor potep
oial de oxldacidn, tales como el iodo o el ferriclanuro de potasio,
la inactivan en forma Iirrevorsible,-

28) Il olanurc de potasio en concentracién minima 6pti-
ma N/50, protcge a la toxina de la accién inhibidora del aire,- -
n cambio, el sulfuro de sodio, uretano y azida sddica, no poseen
accidn alguna sobre la toxina.-

3%) La toxina bruta puede ser reactivada por el hidrosul
£ito de sodio y por el deido tloglicdlico.~ Cuando se la purifiea,
{por preoipitacidén o didlisis) se reactiva por el hidrosulfito de
sodio, pero no por el dcido tioglicdlico.-

42) 51 a la toxina purificada por precipitacién por sul_
fato de umonio, se le agrega agua de ocarne, adquiere la propledad
de reactivarse por accidén del decido tioglicdlico.-

B2) Sugerinos la existencia de una substancia, cuya pre-
sencia permite la remctivacidn de la toxina precipitada por sulfa
to de amonio por accion del doldo tloglicdlico.- Esta substancla -
que no precipita por sulfato de amonio @ saturacidn, estd conteni

da en 6l agua de ocarne.-

~==000~==
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