Sobre “Hemoglobinuria de los bovinos”.

La hemotoxina producida por Bacilius sp.

A. Sordelli, E. Suarez y J. Ferrari

(TERCERA MEDMIORIA)

La accién hemotoéxica de los filtrados de Bacillus sp. es
siemjpre manifiesta, como también la de los macerados y ex-
tractos de los musculos donde se encuentra la lesién de la en-
fermedad reproducida experimentalmente.

Como uno de los principales signos de la enfermedad es la
hemoglobinuria, debida muy verosimilmente a la destruccién
de los glébulos por la hemotoxina, juzgamos de interés apre-
ciar las propiedades hemotéxicas de la toxina de B. sp. y estu-
diar el mecanismo de su accién.

Fué estudiada la toxina seca N° 1, que ha servido para
investigar la accién toéxica.

Senstbilidad de los glébulos de distintas especies a la hemotoxing

Lg técnica usada para investigar la accién hemotéxica ha
sido la siguiente: glébulos lavados tres veces, y suspendidos
luege en proporcién de 10 cm.? de sangre original para cada
100 cm.? de volumen. Se usan 0.5 cm.? de esta emulsion al
10 9% a los que se agrega 0.5 cm.® de solucion hemotéxica. La
miezcla permanece 30° a 37° y luego en heladera a 8°-9° hasta
la sedimentaciéon (5 a 9 horas).

Pueden dividirse los glébulos en dos grupos, uno, de los
sensibles a la hemotoxina y que presentan sélo el fenémeno
de la hemolisis y otros que a mas de la hemolisis presentan el
fenémeno de la hemaglutinacién.

Al primer grupo pertenecen los glébulos de oveja, vaca,
laucha, perro, caballo, paloma y cabra. Al segundo los de co-
nejo, cobaya, rata y hombre.
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PRIMER GRUPO
Glébulos de

Dzzi};lie ri;r;o- Oveja Bovino Laucha Perro Caballo Paloma Cabra
0.5 H H H / cH W H »H 785!
0.2 H H H wH »wH uH W H
0.1 H H H wH »H pH pH
0.05 H H CH »H “wH O O
0.02 H CH »H % H pH O O
0.01 B H »H uH pH 0 (@] (6]

SEGUNDO GRUPO
Glébulos de
Dosis de Conejo Cobaya Rata Humano
herrﬁg(ina hemolisis aglutinacién | hemolisis aglutinacién § hemolisis aglutinacién § hemolisis aglutinacién
0.5 CH + “H + 4+ + 3 H + pH -+
0.2 CH + + % H ++ W H + % H +
0.1 % H ++ H % ++ CH ++ Y% H +
0.05 % H ++ + = + 4+ + CH + + > H +
0.02 % H +++ | oH + % H ++++ | %H +

‘oipiy

0f61

TAVIEE] £ X Za9VNS ‘[ TTIEAH0S Y

LES




838 SCBRE LA HEMOGLOBINURIA DE LOS BOVINOS

Con los glébulos del primer grupo se observa una hemnyo-
lisis tanto mas intensa cuanto mayor es la dosis de hemotoxina.
Con el segundo el fenémeno de la aglutinacién perturba sin
duda la salida de la hemoglobina y hace que la hemolisis pre-
sente un maximo con dosis intermedia de hemotoxina para los
globulos de cobaya, rata y de hombre.

En el primer grupo el orden de sensibilidad creciente es
cabra, paloma, caballo, perro, laucha, bovino, oveja, y en el
segundo hombre, rata, cobaya, conejo.

Los globulos de Bufo arenarum (sapo comun) y de Xe-
nodon Merremit son apenas sensibles a la hemotoxina. Sus
emulsiones acusan, sin embargo, una modificacién de su as-
pecto que se puede interpretar como por una aglutinacién in-
cipiente. Las emulsiones de glébulos de estas especies presen-
tan un aspcto moaré que desaparece por accién de la henwo-
toxina.

Fijacion de la hemotoxina sobre los estromas.

La fijacion de la hemotoxina por los glébulos rojos sen-
sibles suele ser atribuida a una propiedad de los estromas, a
semejanza de la fijacién de las hemolisinas.

En el caso presente hemos investigado si los estromas y
las sustancias solubles en alecohol-éter tiene capacidad fijadora.

Se preparan estromas por hemolisis de glébulos de bovino,
filtracion por algoddén para detener los glébulos blancos, pre-
cipitacién por centrifugacién y lavado. Se hace con los estro-
mas una emulsiéon que equivale a 1 cm.? de sangre original.

Una parte de esta emulsién se seca en vacio, y una por-
cién se suspende nuevamente en solucidn fisioldgica. El resto
se extrae con alcohol v éter. El residuo de la extraccién se
libra del alcohol v éter, v se suspende en solucién figioldgica.
El extracto alcohdlico etéreo de los estromas se evapora y sus-
pende en solucién fisiolégica.

Quedan asi preparadas las siguientes emulsiones en so-
lucion fisiolégica que contiene las diversas fracciones de gl6-
bulos rojos de bovino; todas tienen una concentracién equiva-
lente a la de la sangre original.

1 Glébulos rojos de bovino lavados en solucién fisioldgica.

2 Extracto alcohdlico etéreo de gldbulos de bovino evapo-
rado y suspendido en solucién fisioldgica,

3 Estromas de glébulos de bovino.
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4 Estromas secos y luego suspendidos en solucién fisio-
© légica.

5 KEstromas secos extraidos en alcohol y éter y luego sus-
pendidos en solucién fisiolégica.

6 Extracto de estromas en alcohol-éter, evaporado y sus-
pendido en solucién fisiolégica.

7 Estromas hervides 10°.

8 Soluciéon fisiolégica.

Con estas emulsiones se preparan las siguientes mezclas:
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fisioldgica con 4 miligramos de toxina seca

»

1

mezcla (1) se pone a 0¢ las restantes a 37° durante

4 horas; al cabo de este tiempo se centrifugan y en el liguido

sobrenadante se mide el poder hemotéxico.

;gi)l'r;i;aljiqalg:: Mezcla|Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla
<:w;”i§§') de |4 2 3 1 5 6 7 Tethigo
0.5.......... CH CH CH | CH CH | CH CH CH
0.2.......... CH CH CH | CH CH | CH CH CH
0.1.......... CH CH CH | CH CH | CH CH CH
0.05......... 8, H CH | 14H | CH CH | CH CH CH
0.02......... pH | vwH | y,H pH Y, H pH pH 3, H
0.01......... ] pH pH 0 I, H 0 0 s H

Los glébulos nativos, Mezcla 1, son lavados en solucién fi-
siolégica y luego suspendidos en solucién fisiolégica de tal ma-
nera de hacer una emulsién correspondiente al 5 9% de sangre.
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Esta suspensién de glébulos de la mezcla 1 se coloca a &°
a 22° y a 372 media hora y luego a 8¢, Los resultados son:

ge 1% H
220 1% H
37080 84, H

Del examen de este protocolo se deduce primero: que los
glébulos nativos en frio fijan hemotoxina en proporcién apenas
suficiente para su hemolisis ; segundo: que los estromas hervidos
como también los estromas secados en vacio y luego suspen-
didos en solucién fisiolégica (8) (4) (7) fija hemotoxina en
forma semejante a los glébulos nativos ; tercero: que el extracto
alcohdlico etéreo de globulos y de estromas (2) y (6) fijan la
hemotoxina; cuarto: que los estromas extraidos no conservan
la propiedad de fijar la hemotoxina. En resumen, puede de-
cirse que los estromas fijan la hemotoxina por las sustancias
golubles en alcohol-éter que contienen.

Atenuacién por el formol.

Una solucién de toxina que contiene un mg. por cm.? se
somete durante 24 horas a la accién del formol a 5 o/oo a las
temperaturas de 5° y 37°. Usando como controles la misma to-
xina puesta bajo toluol a 5° y 37°.

La determinacién de la variacién de accién hemotéxica se
hace por la técnica habitual tomando como tipo de hemolisis
la de una solucién de toxina conservada a 5° sin adicién algu-
na y ademaéas de la misma toxina adicionada de toluol y de for-
mol en el momento del ensayo.

La lectura se hace después de 40’ de incubacién a 37° y
12 horas en heladera.

La toxina se congerva sin alteracién con toluol a 37°. El
formol reduce su actividad ya a 5° y a 37° la anula completa-
mente en 24 horas.
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Toxina Tozina 5° Toxina 5° toluol | Toxina 6° formol Toluol 5° Formol 5° Toluol 37¢ Formol 37°
Mgs. vaea | conejo | vaca | comejo | vaca | comejo | vaca | comejo | vaca | conejo | vaca | couejo | vaca | comnejo
0.5 H H H H H H H H H H H H O 8]
0.2 H CH H CH H CH H CH H CH H CH O O
0.1 CH CH CH CH CH CH CH CH 8, H CH CH CH O O
0.05 H| *H {*H| *H [*H] *H |%H| *H |Y%H| ¢H |*H| H O O

ACCION DEL CALOR SOBRE LA TOXINA

Atenuacién por colentamiento durante: 5 a 50°, 55°, 60°, 65° 3y 70° de una solucién de toxina en solucién fisioldgica
, ¥ , 9

Mgs. do Testigo 50° L 550 60° 65° 70°
Toxina | Bovino | Conejo | Bovino Conejo | Bovino | Conejo | Bovino | Conejo | Bovino | Conejo | Bovino | Conejo
0.5 CH CH CH | CcH CH CH CH CH pH | 1yH 0 0
0.2 CH CH CH CH CH CH 8, H s, H 0 0 0 0
0.1 CH s, H CH s, H CH s, H iy H 1y, H 0] 0 0] 0O
0.05 Y H Y. H ', H 1, H 1, H Y, H Y, H 1, H 0O 0 O (0
0.02 pH pH y, H y, H y, H pH pH pH 0] 0 0 0
0.01 0. 0 0 0 pH 0 o) 0 o | o 0 0
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Influencia de la temperatura sobre la accion hemolitica.

En una primera serie de experimentos se investigd la in-
fluencia de la temperatura entre limites extremos y de ma-
nera cualitativa.

En una segunda se estrecharon los limites y se investigd
cuantitativamente. Los resultados estdn en los protocolgs que
siguen.

1% experiencia.

Se hace actuar una solucién de hemotoxina sobre glébu-
los de bovino y conejo a distintas temperaturas, haciendo ob-
servaciones a intervalos de tiempo. La experiencia termina co-
locando a 9° todos los tubos y leyendo los resultados a las 6
horas.

PRIMER TIEMPO SEGUNDO TIEMPO

i hora 30' a diferentes temperaturns 6 horas a 9°

- o
Tempera- Tiempo de Dosis minimaitirados de he- |DOSis minimajGrada de he
aparicién de | 49 produce que produce

s molisis con Iz L. molisis con la
tura : lisi hemolisis 1 h. > 777 "% lhemolisis (en o T
hemolisis | 30" (mgs.) dosis limite mgs.) dosis limite

Globulos de bovino

l
9e — — 0 0.2 pH

22° 90’ 0.2 “%H 0.05 “H
37¢° 30 0.05 “H 0.01 % H
42° 20 6.02 % H ‘ — —

Globulos de conejo

9° 90 1 6.2 [ % H 0.2 Y H
220 3 ] 0.1 v H 0.05 y
370 20 o2 % H 0.01 14 H
420 20 l 0.01 Y% H — —

De estos resultados se deduce una accién escasa sobre los
hematies a temperatura baja (9°). La actividad se duplica en-
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tre 9v y 22v (glébulos de conejo) y quintuplica entre 22° y
37¢; un crecimiento de orden semejante hay entre 37¢ y 42°.
Un hecho curioso es la prosecucién de la hemolisis a la tempe-
ratura de 9¢, una vez que los glébulos han sufrido la accién de
la hemotoxina a temperatura mas elevada. Este fenémeno es
mucho mas intenso en los glébulos de bovino que con los de
conejo v fué observado regularmente en todos los ensayos rea-
lizados en el curso de esta investigacién.

2 experiencia.

Se mezclan glébulos con una solucién de veneno en partes
iguales. A cada centimetro cubico de glébulos al 10 9 corres-
ponde un miligramo de hemotoxina. Se divide esta mezcla en
cuatro porciones que se colocan a 279, 32¢ 37° y 42¢. De cada
una de ellas se toman muestras en la que se determina el gra-
do de hemolisis por colorimetria. Los resultados estan expre-
sados en los graficos adjuntos que revelan: 1°, un comporta-
miento excepcional para los glébulos mantenidos a 37¢, a cuya
temperatura la hemolisis marcha con mas lentitud; 2° una
sensibilidad grande de los glébulos en mas o menos la mitad
de ellos, tanto a 27* como a 32° y a 42°. El fenémeno es menos
evidente para 37¢; 3¢, aparece luego un periodo de incubacién
geguido de una hemolisis intensa después de pasados 90’ mas;
40, a la temperatura de O° los glébulos ya alterados por el ve-
neno, muestran una sensibilidad extraordinaria, que es més
evidente para la temperatura de 37°. (Ver la curva adjunta) .

E3 o % 1207 507 I3 3 BT (a0 gonde P

Influencia de la temperatura sobre la accién hemolitica
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Grados de hemolisis a diferentes tiempos

Hemolisis des-

Tempera-
pues de perma-
tura 30 60' 90! 120 ‘ 150" 180! ‘ 240" necer 60' a 0°
270 15 51 64 68 68 88 38 100
320 21 59 64 68 68 88 88 110 (H total)
37e 32 37 51 59 59 59 68 110 (H total)
420 51 64 64 66 68 7 83 110 (H 3otal)

Hemotoxina del macerado de misculo.

El signo maés caracteristico de la enfermedad estudiada,
la hemoglobinuria, puede ser explicada perfectamente por la
existencia en la toxina de Bacillus sp. de una hemotoxina muy
activa. Mas justificacién tiene la hipétesis de la existencia
de una accién hemotodxica como causa de la hemoglobinuria, si
se tiene presente que en el macerado de la masa muscular afec-
tada se encuentra una hemotoxina.

La masa muscular de la regién inoculada se macera en
solucion fisiologica (1 a 3) y con el liquido se hace el siguiente
ensayo para determinar la actividad de la hemotoxina.

Dosis de cm.d

Glébulos  de

Globulos de conejo

bovino hemolisis aglutinacién
0.5 H H +
0.2 CH H +
0.1 % H H ++
0.05 % H % H + 4+
0.02 o) »“H + + 4+
0.01 @] % H +4+++ +
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