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PREPARACION DEL SUERO ANTIGANGRENOSO

I. Preparacion del suero antiperfringens

FOR
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Jefe de la Seceiénm de Ansercbiss del Institute Jefe del Laboratorie de Serclerapia de la
Butantan (Brasil) Sanidad Militar (Parsguay)

INTRODUCCION

La capacidad del Cl. perfringens de producir exotoxina genuina termoldbil,
% sefialada por primera vez en 1917 por Bull y Pritchett (6) haciendo crecer
Ste anaerobio, de 18 a 24 horas, en caldo glucosado a 1 %, con fragmentos de

0s; 0,1 a 0,01 cc. de este caldo toxina filtrado e inoculado en palomas
ba la muerte de ésta.

. Estos trabajos fueron confirmados por De Kruiff, Adams e Ireland (10).
11919, ¢l British Medical Research Committee (25), establecia, que el Cl. per-
de requeria medios dcidos para la produccién de toxina, que la presencia
Pequefios trozos de misculo favorecia la produccién, y que pasajes prelimi-
s de las muestras en palomas, aumentaban su poder toxigénico. La toxina
:,d::ttrﬁda era termolibil, no dializable y muy susceptible a la accién de los
. % siendo capaz de producir hemolisis in-vitro e in-vivo, necrosis, edema y
:‘nﬁhciﬁn de los miisculos involuntarios, posevendo por otra parte propieda-
W _I-il toxina de Cl. perfringens, primitivamente era de muy dificil obtencidn;
;."htrg y Seguin (55) sefialaban en 1919, que Hitschmann, Lindenthal, Ka-
N' Jungano y Distaso, Tissier, jamds consiguieron prepararla; al paso que, Pas-
Mttchnil-mff, Korentchewsky y Melikoff sélo consiguieron bastante débil.
Con toxinas que mataban los cobayos a dosis de 2 c.c. por via venosa, Klose
“~ * Onsiguié un suero polivalente francamente antitéxico conocido como
SOedemmischserum K. W. A.”,

.N.
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En 1920 Weinberg y Nasta (51) mostraron que la toxina de Cl. perfringes®
debia su poder tdxico tanto a su hemolisina, como a un componente no hemolitico:

Una toxina privada de su hemolisina puede aun matar un cobayo pequeid:
usando dosis dobles o triples de la toxina con hemolisina.

Henry y Lacey (17) en 1920, mostraron la possibilidad de obtener ufd
toxina seca de la manera siguiente: la toxina es filtrada y precipitada en 2/3 de
sulfato de amonio. El precipitado es comprimido y secado al vacio sulfurif"-
siendo pulverizado en seguida. El polvo obtenido es redisuelto en solucion salif®
0 en agua destilada y precipitado nuevamente en 2 volimenes de alcohol; 1 €
de esta toxina contiene 50 a 250 D. M. L. para la laucha. Por este prnctﬁiﬂ_’
obtiene 40 a 60% de actividad de la toxina bruta. Henry (16) verifico todavi®
que la hemotoxina puede ser precipitada por el sufato de amonio y que el
perfringens aparte de su hemotoxina produce ot-a toxina que él designo com?
miotoxina. La hemotoxina seria mis estable que la tetanolisina, conserva
por largos periodos a baja temperatura. En cuanto a la miotoxina es d
en estas condiciones,

el Ck

Fuera de esta toxina verdadera, Von Wassermann (37) demostro que
perfringens, en ciertos medios conteniendo glucosa, forma un veneno no
fico, capaz de matar instantaneamente la laucha por via venosa. Esta obser¥®
cién fue confirmada por Kojima (22) que demostrd, que ademis de la toxind g
nuina termolabil, neutralizable por el suero especifico, no dializable, que
los animales en algunas horas, se produce en los medios ricos en glucosa. Ut
neno agudo termostable, dializable, no neutralizable por el suero y que acarre®
muerte instantanea de los amimales inoculados.

Ve
la

Kendall &4 Schmitt (18) pudieron concluir que este veneno agudo tiene :':_
constitucion semejante a la histamina, causando la contraccién del intestino %
gado y del utero aislados del cobayo, siendo inactivado por la adicion de 0.
de formol neutro.

Wuth (58) estudid la hemolisina del liquido del edema de los cobay0s o
rectados y de los medios de cultura, hallando que era termolabil, destruibl€ cuand®
es expuesta al aire y neutralizable solamente por el susro anti-perfringe®s:

La reaccién del liquido en que se hace la suspensién de los globulos :-nﬁ"
¢jerce influencia en el dosaje de esta hemolisina, la cual es destruida en mﬁ
de reaccién muy alcalina. Del mismo modo, puede admitirse que la l‘ﬁl“wﬂ je b
guines, siendo alcalina, impide en cierto modo in-vive la accién hemolitic
hemolosina del Cl. perfringens.

Mason y Glenny (24) mostraron que se puede dosar un suero Pﬂ'mu’.
por su poder antihemolitico -1utro. lLos resultados obtenidos son idél! 0~
aquellos de la dosificacion in-v1vo y obtenida por la mezela toxina-antitoXi®®
culada en lauchas por via intravenosa.
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Al lado de los componentes hemotoxicos de las toxinas, Weinberg, Nativelle
¥ Prevot (52 admiten la existencia en las toxinas, de otros componentes no hemo-
toxicos, segtin puede verse en el esquema siguiente:

a) Toxinas hemotoxicas Hemolisinas.
0. hemotoxinas o FEaas ... . . . « . - Hemoaglutininas.
| Leucoaglutininas.

‘, Neurotoxina,
b) Toxinas no hemotoxicas ......... Miotoxina.
i  Hepatotoxina.

!

Aparte de las toxinas neutralizadas por el suero preparado con cepas de CL

S_ ingens tipo Welch, describieron los bacteridlogos ingleses, otros tipos de CI.

Perfringens: Bacilo agni (Lamb Dysentery bacillus) descripto por Dalling (8), el
* paludis de Mc Ewen (23), ¢l Bacilo D de Wilsdon v el Bacilo ovitoxicus de

“tnnetts (2) cuyos componentes antigénicos no serian generalmente neutralizados

Por ¢] sye-o antiperiringens obtenido por immunizacién, con toxina de Cl. per-

tipo Welch.

 La description d= estos tipos con antigenos propios, imprimié nueva orien-

“S9I0n 3 los estudios sobre los antigenos y los sueros de este anaerobio.

Ya anteriormente, habia, sido admitida la existencia de tipos diversos de CI.

TIringens, basindose su individualizacion en criterios dispares.

_ Simmonds en 1915 (33) basindose en la fermentacion de la glicerina y la

“ling establecié una clasificacion en 4 tipos. Esta clasificacién fue abandonada

s de Humphreys (19) que demostro que la fermentacion de la glicerina por

ﬁ perfringens produce la acroleina que es toxica pa-a el mismo.

Basindose en pruebas de neutralizacion de la toxina por los sueros prepara-

",' =1 cnngjns Y Carneros, Wilsdon (56] propuse una nueva clasificacion.

_ En esta clasificacion la toxina del Cl. perfringens tipo humano (tipo Welch)

‘enguada por la letra A; la toxina de la diarrea del cordero (L D bacillus, B.

) por 1a letra B: la toxina del Bacillus paludis por la letra C; v por la letra

’hlonmdtumcqnespmﬂms!adapore]

 Los resultados de estas experiencias estin esquematizadas en el cuadro si-

- o

[
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Tipo Toxing Antitoxna

A) — | Produccién mixima después de 18 a 24 horas de| Neutraliza solamente
incubacién. Fuertemente hemolitica. Inestable a la na de tipo A.
temperatura ambiente. Mata lentamente. D. M. L.

(para laucha) 0,1 e 05

B) — | Produccién méixima después de 15 a 24 horas de| Neutraliza las t :
incubacién. Inestable a la temperatura ambiente.| los tipos A, B, G ¥
Termolabil, Mata rapidamente. D. M. L. (para
laucha) (0,01 a 0.0001.

C) — | Produccién méxima después de 18 a 24 horas de| Neutraliza las mxiﬂé
incubacién. Estable a la temperatura ambiente.| los tipos A, B ¥
Termolabil, Mata rapidamente. D. M. L. (para
laucha) 0,0005 c c

D) — | Produccién mixima después de 3 dias de incubacién. | Neutraliza las toxi

Estable a2 |k
Termoestable. Mata lentamente.
lancha) 0,1 a 0,0025.

temperatura ambiente, Hemolitica.
D. M. L. (para

los tipos A ¥ D.

Sval

\

Estos resultados muestran claramente las diferencias de estructura Hﬂli‘gé g
de los 4 tipos. El tipo A, es evidentemente el tipo mas simple, pues su ant
es incapaz de neutralizar las toxinas B, C y D.

Wilsdon (56) propone el signo W para representar el factor o los
antigénicos presentes en A, — W estd presente por tanto, en los tipos B, Cy e
pues sus antitoxinas son capaces de neutralizar la toxina A, Juntamente
W existe en B otro componente designado con la letra Z, siendo aﬂﬁ‘“"_ﬂ
capaz de neutralizar la toxina B (tal como es preparada ordinariamente) i

factor®
D.

C

ca de ¥

factor Z estd también presente en el tipo C, siendo él, sin duda, la cau 7
muerte réipida de los animales inoculados con las toxinas B y C. Este s 3%
e

estd probablemente presente en mayor proporcién en C, que en B, porq¥

: qr UDS

tidad correspondiente de antitoxina de cada tipo, necesaria para neutraliza®
cantidad de C, es pricticamente dos veces la requerida para una cantidad M
lente de toxina B. Pero esta diferencia sélo dificilmente justificaria la coloc
de B y C en grupos separados.

Después de los estudios de Wilsdon (57) sobre el otro tipo de
gens denominado tipo D, esta separacién de los tipos B y C tornose
En efecto, la toxina del tipo D es neutralizada por antitoxmna B, no si
antitoxina C; existe por tanto un componente antigénico que fue denom
el signo X, comin a las toxinas B y D, no existiendo en la toxina G _
B y C no son por tanto antigénicamente idénticas. El tipo D no conti
Z porque su antisuero no neutraliza las toxinas B o C.

cl. perf™
nee- el
endo PO*
Las o5
ene £2%
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Esquematicamente Wilsdon representa en la siguiente forma estos 4 tipos:

Typo. A Typo. B Typo.C.

E - Fﬁﬁfﬁn et

EZTT) = FacTor X
o -~ FACTOR Z

Numerosas pruebas mostraron que la antitoxina C no contiene el factor X,
¥ dando antitoxina C, por otro lado, fuerte proteccion contra B, puede concluirse
Que el factor X, existe en muy pequefia cantidad en la toxina B, obtenida con 18

horas de incubacidn.

Siendo el factor X el componente mas importante de la toxina D, cuyo tenor
'xico maximo es alcanzado después de 3 dias de incubacién, Wilsdon (53) pro-
Urd verificar si era posible aumentar el tenor del componente X después de un
PTiodo de crecimiento de tres dias.

Después de incubacién por 18 horas a 37° C, de uma cepa tipo B, en caldo de
V. F. la D. M. L. era de 0.0025 c.c. Las antitoxinas de los tipos B y C neutrali-
Aban esta toxina, la cual no era neutralizada por la antitoxina tipo D. Al fin de
t"'f-'ﬁ dias de incubacion fue filtrada dando una D, M. L. de 005 c.c., perdiendo
I, de manera notable su tenor toxico en comparacién con el dosaje primitivo,
¥ 1 cyanto a antitoxina B aun daba proteccion : las antitoxinas C y D. aislada-
Mente no protegian, dando todavia proteccién efectiva la reunién de las dos, lo
e ha venido a evidenciar que la cantidad de factor X presente en la toxina B,
"aria con el tiempo de incubacion. Después de 18 horas de crecimiento es muy
t?q'-'tﬁn el tenor del factor X presente en la toxina B ; después de 3 dias esta can-
¥a no es despreciable. Con 18 horas de incubacion la toxina B es termolabil,
4 paso que con 3 dias de incubacion la toxina B no es enteramente destruida por
o Qlor, Este aumento de la termoresistencia estd de acuerdo con la presencia de
idades mayores de factor X al cual también se debe la termoestabilidad de

R toxing D,
; Estudiando comparativamente la toxina de tipo D con la producida por el
h'c'l‘ﬂ aislado por Bennetts en 1932 (2) del intestino del carnero en Australia,
;m"minado Bacillus ovitoxicus — probablemente idéntico al Bacillus ovitoxicus,

"-" Nueva Zelandia, aislado por Gill (12) y al Bacillus ovitoxicus, var: Tas-
a3 2istado por Oxer (29), — Wilsdon (57) concluyé por estabelecer la iden-

5
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tidad de la toxina del tipo D con la toxina del tipo Ov conforme se vera en el
cuadro seguiente:

Tipo Toxina Antitoxma

B. Ovi- | Produccién mixima después de 3 dias de incuba- | Neutraliza las *oxinas' B
toxicus cibn. Hemolitica. Estable a la temperatura am-| ovi'unicus y Cl. Welchs
biente. Termoestable. Mata lentamente. D. M.|tipos A ¥y D

L. (para lauchas). 0.005. c. c

D. Produccion maxima después de 3 dias de incuba- | Neutraliza las toxinas
cién. Hemolitica. Estable a la temperatura am- | ovitoxicus y CL W
biente. Termoestable. Mata lentamente D. M. | tipos A v D

L. (para lauchas) 0.1 a 0.0025.

A este notable trabajo, Glenny, Barr, Llewelly-Jones, Dalling y Ross (H)
hicieron dos serias objeciones: 1° el poder protector puede preexistir como re&=
tado de uma inmunidad natural, anterior a cualquier immunizacion; 2° la ausenc®
de poder protector del suero contra un antigeno dado, no es una prueba suficient®
de ausencia de este antigeno en el filtrado inmunizante.

Por otra parte la variacion de poder toxico por via venosa en lauchas 5
presenta la medicion de los varios efectos, no dando indicaciéon suficiente
los caracteres individuales de cada toxina separadamente, siendo necesario part
esto, usar varios métodos, basados ya sea en el poder hemolitico, ya en le PO
necrosante. Consiguieron asi los citados autores, demostrar la existencia de
toxinas que fueron designadas con las letras Alfa, Beta, Gama, Delta ¥ l::ij"'

Toxina Alfa. — Es la toxina de Cl. perfringens classico (tipo Welch) que
es neutralizada cuantitativamente por la antitoxina de la Gangrena gaseosa (P
fringens) ; esti también presente en los filtrados de los cultivos 1. D y Ba¢
paludis. La cantidad de toxina Alfa presente en los filtrados de bacilos LD ;
Bacillus paludis representa cerca de 1/40 de la tasa contenida en un filtrado
Cl. perfringens (tipo Welch).

Toxina Beta. — Es una toxina necrética, no hemolitica; produce """M
purpiirea en el cobayo, usualmente después del segundo dia de inoculacion w
tinea. Es neutralizada sélo por los sueros anti . D o anti paludis y en “m;:
reducido de casos, por los sueros de algunos animales nuevos. [La toxind
es la constituvente principal de los filtrados de L. D y paludis.

la#
Toxina Gama. — Es encontrada en los filtrados de L D, mortal P’? @
lauchas por via venosa. No es neutralizada por la antitoxina Beta ¥ e

oresencia solo puede ser inferida por la observacion de la existencia de sueros

6
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Eran poder protector contra las toxinas L. D (pruebas intracutineas en cobayos)
¥ poder protector bajo para las lauchas, mismo en presencia de exceso de anti-
toxina Alfa. Esta toxina es probablemente producida en pequenas cantidades por

¢l B. paludis porque antitoxina Gama existe en los sueros de los caballos inmu-
Nizados contra toxina paludis.

Toxina Delta. — Es una hemolisina producida por el B. paludis, siendo
Probable que exista también, en pequenia cantidad en los filtrados de L. D, por-
Que los sueros de los caballos inmunizados con los filtrados de L. D protegen con-
tra la hemolisina del B. paludis. Sueros con bajo poder protector para las lau-
thas, en relacién a su contenido de antitoxina Beta son también pobres en antito-
Xina Delta. La toxina Delta es diferentes de la toxina Gama porque el suero de
i caballo inmunizado con filtrado de paludis muy activo por via venosa, contra
toxina paludis y conteniendo un exceso de antitoxina Alfa y antihemolisina pa-

%, muestra tener un titulo mucho mis débil que dosado contra la toxina L. D,
Otro caballo inmunizado con filtrado L. D no produjo ni hemolisina paludis, ni
titoxina Gama. Prosiguiendo la inmunizacién de este caballo, el suero no de-
Monstré jamis la existencia de antihemolisina paludis, to-niandose muy activo,
fanto por via venosa por via subcutinea cont-a la toxina L D, lo que hace
Pnsar que el suero deberia contener anticuerpos Gama.

Toxina Epsilon. — Es producida por e] CI. perfringens tipo D de Wilsdon.
En alla < encuentra una hemolisina idéntica a la toxina Alfa y una toxina ne-
STotica. La toxina no es neutralizada de una manera notable, ni por la antitoxina
'Bet;, ni por los sueros antitoxicos L. D y paludis recientemente preparados. Este
\ to necrético sélo fue neutralizado por un suero L D preparado en caballos
MMunizados con toxina obtenida antes del afio 1930. Como la muestra que habia
ido para obtener los sueros antitéxicos de la primera experiencia, era la misma
"1"5 Sirvid para la preparacién de la toxina envejecida de la segunda experiencia,
los autores, que estas muestras pierden con el tiempo sus propiedades de
ucir toxina Epsilon o que tal vez, una pequefia modificacién en el crecimiento
fe 2 myestra D habia alterado la capacidad de producién de la toxina Epsilon.
Confirmando los trabajos de Wilsdon, en sus lineas generales, Borthwick
( Con todo, encuentra algunos resultados discordantes. Tales discordancias se
€n particularmente a los sueros ant! C y anti D y se basan en lo siguiente:
wﬂ’dﬂn, Glenny y colaboradores (13) establecieron que el suero anti C seria

32z e neutralizar la toxina A (exp.: hechas en lauchas por via venosa )
n“":lhwick no consiguié demostrar la neutralizacién de la toxina A por los sueros
‘." C, mismo usando suero puro (exp. hechas en lauchas por via venosa). Esta
winﬁﬁn solo fue observada usando el cobayo por via subcutinea. Los sueros
:;? ¥ anti ovitoxicus preparados por Borthwick en conejos no actiia absolu-

'€ sobre la accion necrosante de la toxina C (exp. en cobayos por via subcu-

]
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tinea). Una accién protectora débil por los sueros anti D y anti ovitoxicus &
ejercida mismo en la dilucion de 1/5 sobre la toxina C cuando se usa la lauchs
por via venosa, el suero anti D mamfiesta esta accion protectora retardando h
muerte de los animales de prueba, al paso que el suero anti ovitoxicus pm""f
66 % de los animales inoculados. De sus experiencias Borthwick pudo concluif
que el suero anti A neutraliza solamente la toxina A, protegiendo la dosis de 1
c.c. contra 0,5 c.c. de las culturas de A y D.

El suero anti B, neutraliza las toxina A, B, C, D y Ov y los cultivos A8
y C. El suero anti C protege 50 9% de los cobayos inoculados con cultivos d‘
y C. El suero D neutraliza solamente cultivos B. Verificase de estas ﬂfp‘mﬁ'
cias que el suero anti A que no neutraliza la toxina D, neutraliza los cultivos D:
y que el suero anti B que neutraliza la toxina D, no neutraliza el cultivo D. E
suero anti D mucho mds activo contra la toxina ovitoxicus que contra la P*
toxina D se muestra inexplicablemente inactivo contra los cultivos ovitoXie®

En trabajos posteriores Borthwick (4) analizando cepas de CI. p:rfﬁﬂﬂ"’
provenientes del intestino de cobayos, conejos, perros y del hombre, e
irregularidades en la produccién de ciertos componentes téxicos de los di
tipos de CI. perfringens. Verifico que el factor X de la toxina tipo B puede n¢
producido en cobayos, pudiendo ciertos cultivos del tipo B, perder su ca P
de producir el factor X. Verificd, aun mds, que todas las muestras aisladas
cobayo eran del tipo D, y que de las heces humanas y de conejos, solamen®
pudo aislar, muestras del tipo A. De las heces de perros consiguié aislar ¥
tras de los tipos A y D y pudo constatar que las muestras del tipo D d
mente aisladas de perros, mostraban tendencia a simplificarse pasando Pa™® a
tipo A. Juntamente con Gray (5) pudo confirmar que todas las muestras de
perfringens aisladas del hombre eran invariablemente del tipo A,

Continuando esta serie se investigaciones Weinberg y Guillaumie (42)
jeron nuevos esclarecimientos sobre la constitucién antigénica del Cl. perf ""9";
En sus trabajos adoptaron la nomenclatura de Wilsdon para los diversos tP% "
Cl. perfringens, designando los antigenos correspondientes con las letras &
¢, dyov. AN

La toxina A, contendria los antigenos @ y & (b en muy pequena f‘“u#d’

La toxina B, los antigenos b ¥ ¢ en gran cantidad y los antigenos & dy
en cantidad debal.

La toxina C los antigenos b y c.

La toxina D, los antigenos b (en pequefia cantidad), d y ov.

De donde se puede concluir que los cinco antigenos se encuentrail
tidades importantes, pero en proporciones variables en la toxina del tip0 | ;&ﬂ

En virtud de esta constitucién antigénica, verificase que el suero 309 et
ejerce accién antitéxica potente sino sobre la toxina A, El suero anti B ™ 0
liza muy fuertemente las toxinas B y C y ligeramente las toxinas DY

en
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El suero anti C neutraliza débilmente la toxina A y fuertemente las toxinas B
¥ C. Los sueros anti D y anti Ov son capaces de neutralizar ademas las toxinas
]-‘lamélagas D y Ov y cantidades importantes de toxina A, siendo poco eficaces
tontra las toxinas D y C.

Asi, los sueros anti C, anti D v anti Ov, neutralizan nitidamente la toxina A,
& tanto que el suero anti A no neutraliza ni la toxina C, ni la toxina D, ni la
toxina Ov. Los sueros anti ovitoxicus neutralizan la toxina C, en tanto que el
Suero anti C, no neutraliza la toxina Ov.

Para explicar estos hechos podria pensarse que la toxina A contiene cierta
Qatidad de haptenocs, esto es, substancias o agrupaciones antigénicas capaces
de fijar la antitoxina D o la antitoxina Ov, y en la toxina C haptenos para la an-
titoxina Ov. Es probable entonces, que la toxina Ov contenga pequefia cantidad
de antigeno a. El suero anti A no neutraliza la toxina Ov porque la cantidad de
tigeno g presente en la toxina Ov es tan pequefia que su neutralizacion por el
Suero anti A no llegaria hasta disminuir sensiblemente el efecto toxico (para la

) de la dosis de toxina Ov usada,

Teniendo en cuenta los varios hechos apuntados, Weinberg y Guillaumie (44)
Sviden las especies perfringens en dos tipos:

Tipo Welch o tipo A

L DBotpoB
Grupo. { Bac. paludis o tipo C

Grupo 1! B. D. de Wilsdon o tipo D
B, ovitoxicus o tipo Ov

Tipo Ovino

De estos estudios resulta, que para que la reaccién toxina-antitoxina tenga

» €s necesario efectuarla con antitoxina muy activa contra todas las toxinas

::'05 diferentes tipos de Cl. perfringens; y para reducir al minimo el nimero

fracasos de la seroterapia especifica es indispensable usar un suero activo con-
" todos 1os antigenos téxicos de una especie microbiana.

Para preparar buenos sueros antiperfringens tipo A, se debe emplear cepas

activas del tipo A, que sean buenas productoras de los diferentes compo-

‘“"tﬁ toxicos del tipo A: toxina hemolitica, no hemolitica, necrosante, neuro-

*xica ¥ miotéxica

Pary preparar los holosueros antiperfringens (44), esto es, sueros antipu:-
h' eficaces contra todos los gérmenes de la especie perfringens, es necesario
"™hizar Jos animales contra todos los antigenos de los diferentes tipos de

Perfringens.

A—Suero antiperiringens tipo A.
I — Preparacién de la toxina

t cfpa ~- No todas las cepas de Cl. perfringens tipo A son buenas productoras
na. Es pues necesario seleccionar aquellas activamente toxigénicas.



402 Memorias do Instituto Butantan — Tomo XII

Para la preparacién de toxina destinada a la obtencién de sueros tipo A %
debe emplear las muestras de tipo A, tipo Welch, activas productoras de 108
ferentes componentes téxicos, de accion hemolitica, no hemolitica, necrosani®s
neurotoxica y miotoxica de la toxina de tipo A.

Solamente un némero muy pequefio de muestras, es capaz de producif ¥
xinas Optimas. Se puede a veces conseguir aumentar la capacidad toxigénicd
una muestra, por inoculacion en el musculo pectoral de palomas, que caus B
muerte de esta ,generalmente en 8 horas. Retirandose un fragmento de esta mas3
muscular y emulsionindola, se inyecta a otra nueva paloma, de la que se b2 de
pasar directamente al medio de cultura.

A veces el poder toxigeno de las muestras caen inexplicablemente, atn b
mando todas clases de precauciones. [Estas caidas bruscas del poder t
fueron observadas por nosotros y sefialadas igualmente por varios autores.

Es necesario repicar las muestras toxigénicas diariamente, antes de ef
las siembras definitivas en los balones, conteniendo el medio de cultura.

Para la preparacion de holosueros de Cl. perfringens es necesario PO
muest-as de Jos cinco tipos de Cl. perfringens conocidos, esto es: tipo A G
Welch), tipo B (L D bacillus B, agni), tipo C (Bacillus paludis), tipo D (B*
cillus de Wilsdon) y tipo Ov (Bacillus ovitoxicus).

En el Instituto Butantan poseemos 34 cepas para la preparacién de suero anﬁpﬂfrw
tipo A (tipo Welch).

Medios de cultivo.

A. — Medical Research Committee (25) propuso el medio siguient€:

1° — Hervir durante 1 hora, carne de caballo triturado en agua en partes s

les, adicionando cloruro de sodio a 0.5 %.

. . . i s s ﬁ]ﬁ #

2° — Filtrar la carne cocida por medio de pafio y adicionar al caldo d

filtrado, 1 % de peptona y 0.2 % de glucosa. 134
3° — Calentar este caldo hasta la disolucién de la peptona, agregando |

suficiente de soda hasta obtener reaccion alcalina al tornasol.

4° — Hervir durante 1/2 hora y filtrar para remover el precipitado. 43
5% — Distribuir en frascos Winchester, 4 litros del medio vy 29 de carne

6° — Esterilizar durante 3 horas a 33 libras. 16
7° — La reaccion final del medio asi preparado tiene acidez variable; ded?
titulada com fenoltaleina como indicador. .
fa 059%™

Es de notar que la peptona es indispensable para la formacion de 2 oo
No asi la calidad, pudiendo usar-se cualquiera de las conocidas pues no dﬂcr:;ﬂ#
tablemente; es de notar también que la reaccion del medio tiene efect® d reci?
sobre el crecimiento y que la adicién de misculo fresco o extracto de carm€

temente preparado, favorece indiscutiblemente la produccion de la toxind-
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B. — El Comité Permanente de Standardizacion Biologica de la Liga de las

Naciones (26) aconseja el medio siguiente:

I* — A caldo hecho con extracto de carne, adicionar 3% de Proteosa Peptona
Difco v 0.5% de cloruro de sodio.

2 __ Distribuir en frascos de Winchester la cantidad de 2 litros en cada uno,
agregando 10% de carne cocida. Ajustar el pH a 8.0 y esterilizar evi-
tando el calentamiento excessivo. El medio ¢s enfriado a 37° C y sem-
brado com 25 c.c. de cultivo de 12 a 14 horas en medio de la misma com-
posicion.

C. — En el medio de Walbum y Reymann (40) se producen éptimas toxi-

"35. Tiene la composicién siguinte::

1o
>

— (Caldo de ternera comun com peptona Riedel a 1%.

= Antes de esterilizar, ajustar la reaccion a pH 8.0. Si después de autoclavar
estuviere a pH 7.8 6 7.6, no es necesario realcalinizar el medio.

e Distribuir en frascos en la cantidad de 1 litro en cada uno.

* En el momento de sembrar adicionar 0.25% de glucosa y 20 a 30 gramos

de carbonato de calcio por cada litro de medio. Hervir durante 2 horas,

agregar 200 gramos de parafina liquida estéril, continuando el calenta-
miento por 1 hora mas.

En cloruro de calcio es necesario para evitar la destruccion de la toxina por
bos dcidos formados. El medio debe ser agitado frequente v continuamente. Sem-
brar l c.c. de cultivo de 20 horas (varias subculturas “meat medium” con para-
fing liquida) en 1000 c.c. de medio. La produccion méixima es obtenida con in-
16n de 10 a 11 horas a 37° C o después de 21 a 24 horas a 31° C. La

*LL. obtenida con esta toxina es de 0.015 a 0.03 c.c. (en lauchas por via ve-

). no siendo necesaria la adicién de carne cocida en el fondo del tubo.

La toxina de accién fulminante de Kojima (22) no es producida en cantida-
:;;Precinbles en los medios conteniendo menos de 0.75% de glucosa. Con

‘.‘h% de glucosa, esta substancia se produce en cantidades apreciables. La to-

Eenuina es mas estable a pH 6.0 6 7.0.

“ D. — El medio de cultivo que nos ha proporcionado toxinas de tenor mais

. 40 y que nosostros aconsejamos para la produccion de la toxina es el si-
h"ﬂtt:

BUSRAN " G idte s cnenilish dues 5 Eambe Tl Bib 2. 500 gramos.
Peptona Chapoteau 0

Neopeptona Difco 0

Peptona Witte 0

Peptona Bac. de

ParieDavie o an M T b N 10 gramos.

11
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0 — Se pasa el higado por la miquina, agregindole el agua y dejando a mac®

rar por 12 horas.

2° — Hervir a fuego lento durante 15 minutos,

3% — Colar en pafio y filtrar por papel de filtro n® 50.

4° — Agregar la peptona, previamente disuelta.

5¢ — Ajustar el pH a 7.8

6° — Llevar al autoclave a 120° C. durante 20 minutos.

7° — Filtrar de nuevo por papel.

8% — Distribuir en balones con 500 c.c. en cada uno, agregando 109 (mads © e
nos) de trozos de higado y vaselina liquida.

9% — Esterilizar a 115° durante 30 minutos,

En el momento de usar para la siembra, calentar los frascos a 70° C. en bad®
maria, enfriando bruscamente a 37° C. La siembra debe practicarse con
de Cl. perfringens de 12 a 14 horas efectuados en medio de igual r:nﬂ!pﬂs

Condiciones que fovorecen la produccion de toxina

a) La agitacion. :

b) La adicién de clururo de calcio que impide que el pH baje de 6. L3 tox™
genuina especifica se conserva mejor con pH 6.0 6 7.0. La hemolisina 5€
serva mejor con pH 5 conforme verifico Walbum (39). .

¢) A 31° C I producién de toxina es mis lenta, A 37° C se obtiene creci
optimo en 18 a 24 horas de incubacion. s B

d) La adicién de carne fresca estéril o de higado cocido aumenta 5 veces
toxicidad del filtrado.

¢) La cantidad de medio de cultivo. Nosotros aconsejamos 500 c.c.

f) La adicion de sangre desfibrinada o de suero de caballo.

Condiciones que atenuan la toxina

a) La filtracion.
b) La permanencia en la estufa por mis de 24 horas.
c¢) La falta de calentamiento previo, del medio.
d) La acion de la luz solar sobre el medio, atn antes de sembrado. :
e) La permanencia prolongada del medio de cultivo en la temperatura amb®
f) El envejecimiento, mismo a baja temperatura, o
g) La acidez del medio. La toxina de Cl. perfringens tipo A se atentia f
mente en los medios dcidos, siendo necesario ajustar el pHa 7.0a fin
servarla en estado liquido.
; Siembra
La siembra serd hecha después de calentar el medio hasta -.-hulicib:;':.;
1 hora, v enfriado rdapidamente en agua corriente o por medio de um

12
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Puede hacerse 1a siembra con fragmentos de musculos de paloma, inoculada en el
Masculo pectoral con cultivos originados en caldo o en agar, Las culturas hechas
directamente cor cultivos en caldo deberdn ser cultivadas varias veces en tubos
Conteniendo medios de la misma composicién que el medio que va a servir para
R produccién de toxina.

Periodo de incubacion

No es necesario adoptar para el crecimiento del Cl. perfringens métodos espe-
Sales de anaerobiosis. Un medio recubierto con parafina liquida o vaspar recien-
h_mcnle esterilizado al autoclave o recalentado y bruscamente enfriado, ofrece con-
?’dﬂnﬂ de anaerobiosis satisfactorias para la produccién de toxina. El periodo de
“cubacién varia con los autores; algunos aconsejan 10, otros 13, 18 y 24 horas.

Después de numerosas experiencias, encontramos el periodo de incubacién

imo, de 18 a 24 horas para la produccién méixima de nuestras toxinas.

Las toxinas tipo Ov son obtenidas después de 3 dias de incubacion y las de
fpo D después de 5 dias.

Obtencion de la toxina
Se obtiene por filtracién y por centrifugacién. La centrifugacién debe durar
20 a 30 minutos hasta la obtencién de un liquido limpido.
. Antes de la dosificacién conviene hacer una prueba de crecimiento en agar

v

tillon a fin de verificar si ha habido crecimiento abundante. Usar también los
imientos nefelométricos con este objeto.

Determinacion de D.M.L.
Las técnicas usadas por los distintos autores son las siguientes :

Bull (1917) Bengston (1920) : 0.1 cc. D. M. L. en pa-
lomas via muscular.

Dalling, Glenny y Mason y O

| Brien (1928) 201 —1cc D.M. L. en
lauchas via muscular.
Los mismos : 001 — 1 cc. D. M. L.

en lauchas via venosa.
Klose (1916) Glenny y Allen
(1921) 001 — 1 cc. D. R. M.
Henry (1917) Weinberg (1928) : 001 — 1 c.c. M. H. D.
hemolisina in-vitro.
Weinberg y Seguin (1917) : 0.5 c.e. D. M. L. lauchas
via cutinea.
Sordelli, Astia y Ferrari (1929) : 6 mgs. D. M. L. cobayo
viia peritoneal.
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Nosotros usamos palomas y lauchas blancas, preferentemente lauchas blanca$
de 17 a 20 gramos, empleando la via venosa (1).

Preparacion de la toxina seca

Para los dosajes por via venosa se usan volimenes muy pequefios de toxind-

De aqui la conveniencia de conservar secas las toxinas. Preparamos de

al siguiente procedimiento:

19 — Preripitar por el sulfato de amonio purisimo (750 gramos de sulfat® de
amonio por 1000 de toxina fresca centrifugada).

2° — Agpitar con una varilla de vidrio durante 1 hora.

3° — Recoger la espuma sobrenadante,

4°> — Colocar en un cristalizador quitindole por expresion la mayor parte de
sulfato de amonio.

59 — Distribuir la espuma sobrenadante en tubos serologicos de dosaje, 05 ¢&
en cada tubo. Secar en hielo seco a baja temperatura y en alto vacuo.
Preparar hielo seco: colocar una bomba de C0O2 sobre una mesa. A
un saco sobre el tubo de salida, abrir este tubo de salida dentro del ﬂcﬂ'
Batir bastante el saco, violentamente. Colocar el hielo seco en un r i
con alcohol. Disponer un secador Hempel con glicerina. Antes de uss’
este secador retirar todo el aire de la glicerina hasta que no salga® o
borbujas. "

6° — Agitar rapidamente los tubos conteniendo la toxina a-15° C. 6-10° 8
mezela de hielo seco y alcohol. Toda la toxina se deposita en las P2
lo que facilita el secado,

7° — Enjugar los tubos por fuera (a fin de retirar el alcohol y el C02). Cﬂ
immediatamente dentro de secaderos modelo Hempel sin tapa, cont
acido sulfurico e cloruro de calcio. Pasar vaselina o vasoil por los b""‘::
del secador. Colocar dentro un termémetro. Trasportar el secador &

frigore a-3° C. y ligar la bomba de alto vacuo hasta el manometro de

baje a zero. Bombear por 1 hora, verificando el termémetro, de

que dentro del secador haya-5° C.

Conservar el secador cerrado en el frigore a-15° C. durante 24 horas

1%

%

(1) La definicién classica de D. M. L. de toxina gangrenosa definitivamentec
lecida por Weinberg ¥y Gullaume (59) y admitida en nuestros trabajos anteriores -{
35) considera como D. M, L. de uma toxna gangrenosa: la menor cantidad de
toxina que inoculada en lauchas, de 17 a Eﬂ'g’!.,purﬁilrtnnﬂrmuﬂ%#
lauchas inoculadas.,

Benzon’, en trabajo reciente (2a) considera como dosis minima leta] la menof
de toxina que inoculada en lauchas, de 17 gs., por via venosa, mata 100% de 13
moculadas,

3 3+

A

14




A BULLER Souto & J. B. Rivarora — Preparacion del suero antigangrenoso 407

¥ _ Retirar y pasar por tamiz fino.
— Dosar.
I _ Colocar en tubos especiales de conservacion como los de la figura 1 ideado
por Prausnitz, (30).

C

==

P Og

Fig. 1

La toxina es colocada en la ampolla a; el recipiente b es llenado con anhidrido
hfﬁrifﬂ en polvo. Se suelda el aparato con limpara de mecinico y se liga por
tubo X al vacuo. Se conserva esta ligacion con el vacuo durante 30 minutos.
Suelda en X y se conserva en la heladera por 2 6 3 meses. Agitar una que
*13 vez 3 fin de renovar las camadas de polvo de la superficie. Cuando se supone

‘ e nos altimos restos de agua han desaparecido se cierra en ¢l punto marcado con

Uetry v
B

@

hlbrEI tubo de la figura 2 ha sido ideado por Rosenau (32). Es de widrio y de
% dmbar, Se introduce primero algodén hasta la constriccion, Se coloca en
de los bulbos 1 gramo de anhidrido fosforico. Se cierra con llama la rama

15
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por la cual se ha introducido el anhidrido. Se coloca cerca de 1,2 gramos de o
xina seca en la otra rama y se liga esta rama al vacuo, dejandose asi por
hora. Es necesario ligar el vacuo suavemente, de lo contrario la toxina serid as
pirada. Conviene retirar todo el aire de la toxina antes de cerrar el tubo. Des
pués de transcurridos dos meses, separar el anhidrido fosférico y conservaf ¢
tubo en la heladera. Una vez abierto el tubo conservardo en un desecador
cloruro de calcio cobierto de papel negro, siempre con presién negativa dentro:

Las toxinas secas tienen una estabilidad muy grande. Nosotros redosamo®
las nuestras de seis en séis meses.

D. M. L. de la toxina seca

Diluir la toxina seca en solucién salina fisiolégica o caldo con pH 7 0
culando a lauchas de 17 a 20 gramos por via venosa a la dosis total de 0,5 &

Conviene aprovechar para toxina seca patrén solamente aquellas que U
gran poder toxigénico. Las toxinas secas mds debiles pueden usar-se pard
inmunizacién de caballos,

Accion de la toxina

A fin de poder observar los efectos experimentales de la inoculacion de Ia ¥
Xina, €s Necesario conocer su accion. 4

Estudiando la accién de la toxina de Cl. perfringens, Nicholson (27) veri! »
que la accién de la toxina de Cl., perfringens es debida a la toxina del mismo ¥ 8)
a una substancia semejante a la histamina encontrada por Kendall y Schmitt (
en los filtrados de Cl. perfringens. de

Sobre el aparato circulatirio, notase que la toxina causa notable aument? s
la presién sanguinea. Este aumento se inicia gradualmente (dependi
accion del tipo de toxina inoculada), cayendo la presién riapidamente C'-"”do
animal se aproxima a la muerte. lAtuﬂnaC:shmisacﬁmdchltﬂ
La toxina B tiene accién ligeramente mis débil. Usando dosis proporci 195
estas dos toxinas, es imposible distinguir sus efectos por la observancion de o
curvas de la presién sanguinea. Las toxinas A y D son mucho mas ltﬂ_ﬂs o 1
accion que las toxinas B y C, no causando tan riapidamente la elevacion
presion,
La accién de la toxina de CI. perfringens se asemeja a la accion de l’;ﬁ
de Vibrion séptico, que produce tanbién una elevacién preliminar de :unﬂ’”
sanguinea, seguida de una detencién y nuevamente uma elevacion, ¢
por una nueva detencion final. . gifie

La mayoria de las experiencias sobre la accion de esta toxina, tﬁdﬂfﬂ;lﬁ
cil decidir, si los latidos del corazén procedieron a la cesacién de los M
respiratorios, o si éstos precedieron a la cesacién de los movimientos

16




A. BiLLer Souto & J. B. RivaroLa — Preparacién del suero antigangrenoso 409

En el caso de la toxina D, con todo, no hay duda, de que cesan primero los
TOvimientns respiratorios antes que los movimientos cardiacos., Como el aumento
de Iy presion sanguinea se produce, asimismo, cuando las toxinas son inyecta-
fas en gatos decapitados con la médula destruida, es evidente, que el aumento
e Iy presién sanguinea producida por la toxina, debe ser imputada a la con-
Yaccion de los vasos periféricos. Ademds las toxinas de CL perfringens p-o-
contraccion coronaria, bloqueo cardiaco v fibrilaciéon ventricular.

Sobre e) aparato respiratorio los efectos de la toxina de Cl. perfringens se
*idencian por una disminucién del nimero de los movimientos respiratorios, de-
Seciendo la amplitud de los mismos, siempre paralelamente a un aumento de la
Presion sanguinea. [Estas modificaciones del estado general persisten hasta que
2 presion sanguinea comienza a caer, aumentando por el contrario los movimien-
tos respiratorios en amplitud y en numero, para cesar después subitamente, en el
Momento de la muerte del animal.
~ Los cuatro tipos de toxina de Cl. perfringens producen efectos idénticos sobre
d 4parato respiratorio, variando solamente la intensidad de la accién de cada una.

la disminucién de la amplitud de los movimientos respiratorios es debida a la
| l"""’h'ilizm»tm de los musculos lisos de los bronquios y se constata, asimismo, admi-
| o previamente atropina o dividiendo previamente ambos neumogistricos.

Sobre el sistema nervioso central. lLa inyecciéon de 1 D, M., L. de toxina fue

ida siempre de una disminucién de la repuesta a la estimulacién del neumo-
“'h‘lou lo que indica que durante el curso de la intoxicacion existe progresiva
[BWesisn de los centros correspondientes a este par. Es razosble suponer que
*105 centros son también afectados, teniendo en cuenta que la toxina B posee afi-
‘&d&u por las células nerviosas llegando al cerebro por via sanguinea. La to-
Xy ¢ Cl. perfringens causa una contraccion espdistica sobre trozos aislados de
i, y ttero, lo que demuestra su accién directa sobre los misculos involun-

" _Ell cobayos inoculados por via venosa se constata la accion de la toxina sobre
‘:‘ttma nervioso, por la aparicion de una parilisis seguida de contracciones.
'& Substancia paralizante y convulsionante es neutralizada por el suero especi-
. ' fonforme demostraron Weinberg v Barotte en 1929. El suero antiperfrin-
S mds antineurotoxico que antihemolitico.
Sobre el aparato gostrointestingl la toxina de Cl. perfringens tipo A tiene
4 notable, Las lauchas, conejos y cobayos inoculados por via venosa con
“de CL perfringens, presentan peristaltismo intestinal violento, acompafiando
Los vomitos que se notan en las palomas y en los enfermos de gan-
Baseosa en su periodo final, tal vez corran por cuenta de esta accion.
_sohrc la sangre.  Las toxinas de Cl. perfringens son fuertemente hemoliticas
O ¢ in-vivo. Existirian dos toxinas hemotoxicas, A y B. La primera de
Mm-vitro v la segunda de accién in-vivo. La toxina hemotoxica A puede
°htnid.-a en medio de Kahn y Torrey, produciendo lisis rapida de los globulos

79
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rojos, siendo neutralizada por el suero anti A. La toxina hemotéxica B, es 3%
bién obtenida en medio de Kahn y Torrey al cual se agrega trozos de miiscl®
pectoral de paloma o 2 c.c. de sangre fresca estéril de conejo, que ;auJ:rs.r.'t’lli'f-'ﬂ‘Il
toxina A al final de las 18 a 24 horas, La toxina B es cuatro veces mas W’f’
que A, produciendo las modificaciones morfolégicas de la sangre en las infec®®
nes del CI. perfringens. La accién combinada de las toxinas hemotéxicas y de &
toxinas de accién necrosante, que alteran las paredes vasculares, explican las Jesi?”
nes hemorrigicas tan frecuentes en las infecciones por el CL perfringens:

Orr, Campbell y Reed (28) mostraron que in-vifro esta toxina product “"
evidente anisocitosis, muy semejante a la observada en la anemia pemiciﬂﬂr.w
cidandose por una disminucién del didmetro de los hematies (estado microciti®)

Posteriormente los hematies aumentan de didmetro (estado macrocitico). vol
viendo en seguida a aproximarse a la normal. Estas alteraciones del tamafo €
los hematies no se produce con otras hemotoxinas, como Cl. tetani, vibrion S5
que, Strepto scarlatinae, Staph. aureus. Los hematies humanos son mas scos
bles que los de conejo.

In-vive produce esta toxina, notable disminucién de los hematies. Bull (6
relaté que una paloma que daba inicialmente 4.280.000 glébulos rojos por €&
pués de 3 1|2 horas de inoculacién, no daba més de 800.000 hematies POf &=
La toxina en dosis tinica o en varias dosis repetidas, produce en los animales
culados anemias y grandes alteraciones de la sangre.

Las lesiones més graves son obtenidas por inyeccién subcutinea de cultive: 4

En los periodos graves se puede constatar también graves alteraciones
cuadro hematologico: anisocitosis, hematies nucleados, hematies polid"’“‘“w
y células de Tirck, pudiendo encontrarse a nivel del bazo, higado y riﬁﬂ"""'.lr
quefios trazos oscuros de un pigmento meldnico thio aminado debido a Ia "ﬂw
acidemia vy a la thiohemia, causado por insuficiencia hepitica grave y mal func”
namiento del higado, nifiones y suprarenales, s

La accion hemolitica no es debida a la presencia de acidos, pues con la
tralizacion quimica (pH) continua produciéndose los mismos efectos. o

Los enfermos infectados con Cl. perfringens presentan en el curso df h he-
fermedad, fenémenos hemorragicos, hemorragias gastrointestinales, h e
moglobinurias y hematurias. Estas lesiones son dehidas a dos factﬂfﬁf: g b
cion de las paredes vasculares por la toxina necrosante y por la elevacion i
presion sanguinea. La hemoglobinuria y la hematuria, es ammpﬂﬁﬂd’::‘d.
tensa pigmentacion de las células renales, células endoteliales de los vas0s
neos y células conjuntivas del endotelio intersticial. o a0

Sobre los glébulos blancos la toxina de Cl. perfringens ejerce acciof &
gluhnante. Este poder leucoaglutinante de la toxina es directamente P nﬂﬂ#
a la virulencia. Es destruido por el calentamiento a 58°-60° C. en 30 P#
No existe relacién entre el poder leucoaglutinante de Cl. perfringens ¥ ”
toxigénico,
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La accion mecrética puede ser demostrada por los efectos de la toxina sobre
la piel, por inoculacion intracutinea o por inoculacién intramuscular. Los mis-
fulos se vuelven edematosos, friables, tornindose finalmente en una pulpa di-
fluente. Produce también un edema seroso v extenso del tejido subcutinec; el
liquido del edema no contiene células y coagula rapidamente dando un liquido de
®lor amarillo claro. En la laucha este liquido es rojizo dando el espectro de la
Oxihemoglobina.

Sintomatologia

Después de las inoculaciones, las lauchas térnanse disneicas, con movimien-
105 respiratorios profundos y espaciados; en seguida sobreviene una serie de movi-
Mientos respiratorios lentos y superficiales. A veces el animal gira sobre si mismo,
92 grandes saltos, sobreviniendo una fase de paresia de los misculos de los miem-

posteriores, que en ocasiones llega hasta el tronco, el animal procura soste-
fierse con auxilio de los miembros anteriores. Sobreviene luego una fase de quie-
ud, de movimientos respiratorios muy rapidos y superficiales, los misculos entran
i relajamiento v la muerte llega por parilisis flicida.

La hematuria es extremadamente frecuente: con dosie débiles demora un
Poco mais en producirse la muerte; en estos casos el animal estd triste, abatido,
Pierde ¢l apetito, los pelos erizan, habiendo notable descenso de la temperatura.

observa con frecuencia hematuria v diarrea.

Necropsia

La toxina de Cl. perfringens no produce sintomas patognomonicos. En las
*opsias de lauchas, encontramos vejiga llena, con orina a wveces sanguino-
hﬂl Rifiones congestionados e ingurgitados saliendo fuera de las cipsulas cuando

son cortadas. El higado con degeneracién grasa circunscripta en placas o

_ ifusa. Aumento de liquido en las cavidades serosas, mas particularmente en la
; Fidad pleural y pericirdica. El duodeno y parte del intestino delgado disten-
fido con contenido tefiiddo por bilis. El recto se muestra a veces lleno de gas con
ido semifluido. Las suprarenales estin enrojecidas y el bazo aumentado

i e Volumen. FEstas alteraciones no son constantes. En las lauchas que sobreviven
\ :i:ie 6 horas después de la inyeccién téxica Gortzen (15) sefiala edema abun-
& ael vientre de color rosiseo, edema pulmonar y lesiones celulares genera-
5“'53-! en la cipsula remal. No todos los animales presentan hemolisis intra-

lo que hace aceptar la teoria de Prigge (31) de que no es la Alfatoxina la

& le de la accién letal de la toxina v si, un otro factor, la Zetatoxina que

[ h"""lna la muerte de los animales.
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Il — Preparacion de suero antiperfringens tipo A

.
|
l En las infecciones gangrenosas pos Cl. perfringens existe desde el comienzo
';1 “Xuberante desarrollo bacteriano que conduce a las mis graves alteraciones
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