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EÏSCHIEÉICHIACOLI 086: B1.

Mediante el empleo de distintos solventes.se ensg
yaron div arena métodos de extracción de antígenos de 1a
bacteria nombrada.

Usando¿oido acético 0.1 N m calienta. se obtuvo
una fracción soluble. compuesta en su casi totalidad por
proteínas. a Juzgar por su valor de nítrogeno (11.77.).

No sa lograron identificar hidratos de carbono en
esta tracción. ni mediante la cromatografía sobre papel.
ni valorando azúcares reductores en el hidrolízadom pe
sar de dar una reaccion de Holisoh positiva.

Tampocose logro demostrar la presencia de lípi
dos al 1a fraccion estudiada.

Se han caracterizado. mediante cromatografía sobre
papel. todos loa anínoacídos que componenla fraccion pro
teíoa. con excepción de cuatro.

Se realizaron. tanbíén. pruebas inmunoquímícascon
el objeto de aclarar la relación de la fracción estudiada.
con los antígenos del ïgchcríchígfqg;;¿ 086:B7. De los re
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sultado's obtenidos parece surgir que se trata de un antí
geno incompleto y relacionado al antígeno "0” (somático).
Lo primero se deduce de que de solo precípítácíón parcial
con c1 suero correspondiente a la bacteria nombrada. }n
cumto a su relación con el antígeno somátíco. está de a
cuerdo con 1a reacción de Oudín (precipitación en meiio
solido) y con las Pruebas de antigenícídad en lanchas.

Por inyeccion a conejo no pudo obtenerse un sue
ro específico contra la bacteria. pero sí se logró demos
trar 1a presencia de anticuerpos no precipitables en el
suero.

La fraooíán estudiada no es t6xíca para el raton
y mediante su inoculacíon se obtiene una proteccion notí
va contra la inyección de 1.3 D150 de I'Zsch.coli 08(>:B’7.
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El los últimos años han sido muchos los trabajos
publicados sobre aislamicnto de endotoxinas bacterianas al
estado puro. Boivin efectuó uno de los printeroa intentos
para caracterizar endotoxinaa derivadas de diferentes esp;
ciee de bacterias Gramnegativas (1-6). utilizando la ex
tracción con acido tricloroacético (1 y 14.).Estas endotox_i_
naa fueron identificadas aerolcígioamgntecon los antígenos
somáticos (antígenos '0"). Posteriormente Goebel y colabo
radores han obtenido diierentes complejos de este mismot;
Pm"

Los antígenos específicos de ghigella gergdïsente
¿Lg fueron extraídos a partir de le masabeat eriana deseo;
da con acetona utilizando comosolventes el etilena glícol
(tree días a 57'0.) en un caso y piridine acuosa 501 en o
tro (2h.horas a 37°C) (7). Los solvmtes se utilizaron m
proporción de l litro por cada 100 g. de masa bacteriana
seca. Las extracciones ae repitieron 3 veces separando oa
da vez 1a masa remanente por centrífugaoión. Los extractos
reunidos se filtraron por filtros Berkeíeld y luego se dig
lizaron. El antígeno fue precipitado con 5 volúmonesde a
cetona. cmtrífugado y secado. El el caso de 1a ghigellg
eonnei 1a tecnica seguida fue muyparecida pero en este cg
so ae extrajo previamente gran cantidad de material inerte
con piridina acuosa 50%y luego ae llevo a cabo la extrao
oion del antígeno con glicerina acuosa 50%(8). El antíge
no orudo fue igualmante purificado por precipitaoicín con
acetonafría.

posteriormente Morgany Partridge (9) intentaron
con exito la extraooión de endotoxinaa de bacterias disen
tericas utilizando fenol 90%comomlvente y precipitando
las posteriormente con alcohol. En un trabajo posterior D3
vias. tiorgan y Hosímann(lo) extraen el antígeno acuático
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de ghigella qxsenteria utilizando etileno glicol. En1951
Webster. Landyy Freeman (11) lograron aislar y purificar
el antígeno Vi de una cepa de Each. coli“

La técnica seguida fue análoga a las ya descrip
tes. Se partio de masa bacteriana desmeda con aoetona.Pr_q
Vial!!th sehioieron pruebas con diversos solventass por
ciones de l g. de mesa bacteriana seca se extrajeron durag
te media hora con 100 m1. de diferentes solventes (ClNa.
0.92. ácido acético 0.1 N, etilene gliool. cm o. 1 N, pi
ridina y fenol 90%)luego se oentritugS a 2.000 revolucio
nes por minuto durante media hora y los sobrenadant es de
cantados yidializados durante una noche en agua corriente
ramvada continuamente. Se demostraron comomejores la so
luoion fisiologica 0.9% y al acido acético 0.1 N. Luego de
extraer el antígeno oon solucion fisiologioa se fraccionó
con alcohol y purifico por hidrólisis ácida.

Lüderitz..Westphal y colaboradores utilizando una
emulsión de fenol en agua. en caliente extrajeron diversos
poliseoáridos de bacterias Gramngativas incluyendo Each,
391.1.(12). Las propiedades de algunos de ellos figuran en
el cuadro sdJunto.N.l.

Todas las endotoxinas aisladas consistian en com
plejos lípido-hidrato de carbono-proteína. Se trata de su_s_
tancías difícilmente solubles. en agua pero muyfácilmente
solubles en bicarbonato de sodio 0.05 H. dando soluciones
debilmente opalesoentes. Dan reaccion de Biuret y Molisch
positivas y son en general opticamente activas. OoebelaBig
kley y Perlman (7): Morgany Partridge (9): Webster. Lendy
y Freeman (ll) y otros han intentado degradar los comple
Jos antigánícos por diversos métodos y aislar sus componen
tes para estudiar sus propiedades. Los métodos seguidos en
estos casos han sido la digestion tríptico. el tratamiento
con ácido acético el caliente. y al tratamiento con Sloa
li. m general le tracción proteica conserva las propieda
des táxicas. Las fracciones con poder antigénioo purifica
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(ha deüúleáren aumentar m untigenicidad al disminuir su
contenido en nitrtïgam y en (¿storm El general el hidrato
de carbono constituye un haptene con grupos metilo 15bi
lea. El cuadro N.2 ha sido extrectado del trabajo de Goe
bel y colaboradores: "Studies on the Flexner group of Dysq
tery Benillí" (7) y in 31 aparece 1a composición química
de lea diversas fracciones de nn lípo-políeeoárido-proteí
na aislado de ¡”11239115“¿gdzggsgcíghz

Estos complejos {oefolïpido-hidrato de carmen-Pr};
teíne tienen ciertas Propiedades 221015510“y Iiniolágioen
en común(13); profundos disturbios Veaomotorea. hiperglu
cami. emitida de hipogluoemia y caída del gluoógeno hepát},
'oo. aumentode le lactiecidemiemfccto pírogánioo a veces
¡guido de hipotermia. leueopenía de polimortonualeeree a3
guide de leucocich y necrosis hemorrígicaa. Condosis
aubletules ae produce un estado de resiat. main con‘n la
mismau otros endotoxinas mílogu. Inmunolágloamentese
comportancomoantiguos completos. y ese Intlgmíoidad dg
pende de la presencia del polínoárldo y 1a proteína.

Para comprender mejor la ubicnctc‘ïn scrolagioa de
las endotoxinna bacterianas del zgghqg‘11. es necesario og
nacer la antología del grupo Cali. Esta ha sido perfecta
mente estudiada por [animen en su esquema (1k). Aparte de
los antígenos '0" (acuáticos) y los antiguos 'H“ (11.3913
res) en las espai navílea. existen otrmtipm de entígenoa
conocidos genéricamente cono antígenos 'K". Algunos de ás
ton corresponden e verdaderas cápsulas. otros no presenten
las características morfológicas de esta: ni den el tenim;
no de "uellíng'. Pero presentan el fenómenode '0" 121.313
tinabiltdad. por lo que se los conoce como“antígenos de
envoltura‘.- '

Las propiedades de los treo tipos de antígmoa 'K‘
(A. B y L). ¡e rama: en el Cuadro ¡4.5.- ‘

Comopuede apreciarse en el cuadro. los anticuer
pos “A” son tumoresistentes. en cambio los "L'l son fácil.



Cuadro

N.2

PROPIEDADESDEJLOSPRODUCTOSDE'DEGBAQACIONDERIVADOSDEL¿ETIGÏNO

EsrthFIcoDESHIGHLLEPABBDYSBN"HBIA-TIPO"z"

Sustancia

Grados

Acetj; lo

Glugg SflfilL-'
naí

Azucares reduqtoresk“

Dosis12 talpararatones

mg

1;Antíonocomplet9..2Id._ratadocona1

ca1100....’...00000

EgHapteneSngturg12..

gatenexh1dr.301
3.....OOOOOODO...

5)ngtene(hidr.alca

llna)ooovoo;ooooooo

6)Haptene;L2)degqg

dadoconac1do.....

7)Huptgnedggraaado

conalcall.........

8)Haptgnpdegradado

con091d0.,.¿....oo

93Prote;natox19a....
10Protelnanotoxi

caOOOOOIOOIOOOOCOOO

11)FOSÍOlípid0000toooo

.—--—
+26 +26 +35

6.79 ázE 2.88

12.72

2.20 2.20 2.20
11.80 lïzíg

10.30 18:60 18.60
;16.h0

55.5 25% 65.5 62.60 6245 63.0 51.5 0.0 2.0

0.25 0.25 >20 >>20 0.50 >20 >'20 >>20 0.50 >>20 >>20
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Suspensíán bacteriana í L B
utilizada fi

Bacteria formolada..... a + + +
Í o * o
p 4» & q»

Bactería calentada a - , ,
1 hora a 60° C......... á (:)' ’ *. *

Bactería calentada g ' o '. 'n. " co +
2.1/2 hozas a lOO u... p _ I(+) r

a: nglutínabilídad.
1: fijación de aglutinínas.
p: producción de anticuerpos.

4! no alterada.
(Ï)'disminuída.

(-)i no destruida completamente.‘
- z destruida.
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mente destruidos por el calentamiento.
Los anticuerpos 'B' en cambio son más difíciles de

destruir. siendo necesario recurrir a una ebullicíán pzalqg
gada. y afin así no pierdan la propiedad de fijar aglutíní
nas.

Se ve Claramente entonces que la I5nnula antigánioa
completa de los Fách= ¿gli es 0232H para las capas mávilaa
y OsB Para las inm6v11e3.

Desde los trabajos de Kaufman. Vahlne y Knípschíldt
han sido muchoslos tipos Serolágiooa de Coll aislados: lag
go de las comunicaciones de Bray (19h5) y de Giles y Sanga
ter (19h8). comenzarona tenerse en cuenta comoresponsa
bles de ciertas afecciones entéricas. Fate Primer tipo 39:2
lógico descripto. se lo incluye dentro del esquemade Kan!
mancon ln fármula glll¡nh.

Más tarde Giles. Sangster y Smith (l9h9) y Smith
(19h9) y Smith. Galloway y Spíers (1950) describen el tipo
95522.33también putsgeno. Luego Orskov (1951) aísla el
026:36 y Taylor y Charles describen al 086337.

De aquí a: adelante se suceden las comunicaciones y
trabajos. desoríbiándose hasta hoy 8 nuevos tipos patGge



A)- thencion da 1g masa bacteriana:

La cepa tua obtenida de la coleccion existente an
el Laboratorio de Microbiología de la Direccion de Obras
Sanitarias de la Nacion.

Por sucesivas pasajes en placa se seleccionaron las
colonias más ricas en antígeno “B”. Se eligieron para ello
las colonias opacas. y estas se‘piobaron contra un suero
086 y otro 086:B7. Se eligieron las colonias que presenta
ban en mayor grado al fenomeno de "o" inaglutinabilidad
(reacción negativa con a1 suero 086)‘y que aglntinaban con
el suero 086237.

So utilizo comomedio de cultivo. agar nutritivo
glucosado s1,1%.

Utilizando estas colonias seleccionadas se propaga
ron inoculos de 100-150m1.an caldo nutritivo. que a las
2h horas de desarrollo a 3790 se anplearon para inocular
batallones de 20 litros de capacidad. conteniendo 15 lts.
del siguiente medio de cultivo:

1) Baotopeptona.................... 150g.
Fosfatodisádico................ 52.5g.
Fosfatomoncpotásioo............ 22.5 g.
Aguacorriente.................. 15lt.
Seajusta al pHa............... 7.2-7.h
Rojofenol....,................. hastacolorrosa

do.
2) Extractode carne............... 150g.

Aguacorriente.................. 200m1.
3) G1 u c o s a................... L58.

Aguacorriente.................. 150-200m1.
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En el momentode utilizarse se agregó el extracto
de carne al medio de cultivo contenido en los batallones
Pyrex de 20 litros de capacidad.*

Se agrego el inóculo y se obturó con un tapon de gg
me doblemente perforado. atraVesedo por dos tubos de v1
drío. Unode ellos llegaba hasta el fondo del botellón y
terminaba en una ebfera perforada. El aire que entraba se
tiltraba por un filtro de algodán. El otro tubo. que no 112
gabe a tocar la superficie del líquido. estaba conectado e
le bombade succión (113. N.l).

Se "incubó';primero 2h horas a 37'0 con burbujeo de
aire. Se neutralizó con HONeIN estéril. llewándolo a pH
7,21} 0.2 y agregó la solucion de glucosa est éríl. Se oont_5._
nu6 la incubación e 37°C por 2L horas más.

Se mató el cultivo con 20 m1. de una solucion de 90
g. de fenol en 100 m1. de éter y se centrífugo por una cen
tíífuga Continua.tipo “Sharpless”. aproximadamentea 22.000
revoluciones por minuto. La mesa‘ee suspendió en 100 m1.de
agua destilada y se precipitó con 500 m1. de acetona. La a
oetone tiene Por fín deshidratar las bacterias. Se filtro
por Büchner con suceíán y coloco en desecedor e vacío por
2h hoías. La masa resultante se molíí en un mortero. Se ob
tienen en cado operacion de 8 a 12 g. de masa bgcteriana eg
08..“

a) InvestigacíSn de_desoxíriboproteíngs - Begccian gg
DíBChQ(]-5)9'

Se empleá la reacción de Dieohe. para le investiga
ción de desoxíriboproteínas. “sándole e: forma cualitativa.

Para ello ee preparan los siguientes reactivos:
ReectivoeA: Dítenilamina................. 1 g.

Acidoacético.glacial........ 100m1.
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Acido sulfúrico conc..... 2.75 ml.
Reactivo B: Acido acético glacial... 100 m1.

ACidosulfúrico conc.... 2.75 ml.
La determinación ee efectuá agregando e sendos tu

bos de ensayo de 11x90 mm. las cantidades de reactivos y
muestra que se indican en el cuadro H.La Y en el orden in
dicedo.

Q,u ard f O ROL

Yolümefleg gg rogctiyo; 1 mugetgg ggglggdog gn lg Rggcgion

Reactivos Imeayo Teetigo Ï’ Blanco

Bleactívo 3...... 0.2 m1. -- ' 0.2 m1.
BoactíVO Boonic. - 0.2 m1. 
muBStrace-noeoeo 0.1 m1. 0’1 m1. '
Aguadest.-..... “ - 0.1 nl.

Se colocaron los tubos en baño maria hirvixnte du
rante 5 minutos. Se enfriar-on bajo agua y leyeron los reenda
tados a los 10 minutos.

En los casos positivos. una aclaracion azul indice
le presencia de fleaoxiriboproteïnaa.

b) Investigacion cualitgtin de hidrgtog Qeogrbong.
_ . ' , .Eeecc10nde ¿ollsch,

Se emplearonlos siguientes reactivos:
Beactivo A: Solucion alconánoa de cx-nartol el 51.
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Beaotívo B: Acido sulfúrico 8:9.
EI un tubo de ensayo se coloco 1 m1. de solución a

msayar y 9 m1. de reqctívo B. mezclando y enfriando bajo
agua. Se calentó luego el tubo en baño maría hífiiente du
rante 3 minutos. luego de lo cual se enfría y agregaron
0.2 m1. de reactivo A. dejándolo correr por las paredes
del tubo de manera tel que se formaran dos capas.

Lo reacoión positiva ae manifesto por 1a aparicion
de un anillo púrpura en la interfase. dentro de los 10 mí
nutos de agrgado el reactivo.W
o) Investigacion cualitgtíva de Broteínaaa

Reacczon e Bíu et.

Se empleenlos siguientes reactivos:
Reaotívo A: Solucion d e HONaa1 5.0%.

Beactivo B: Solucion de SOhCn. 5120 al 1%.
El un tubo de ensayo se mezclamn 5 m1. de solucion

a investigar. conteniendo aproximadamente1.5 mgr. de pro
teínas. con 1 m1. de solucion A..- .

Se Vertíeron luego. de modo de formar dos cepasyn
nas gotas de reactivo B.

La reacción positiva se manifestó'.por 1a aparicion
de un anillo violeta en la interfaleu

d) Investigacion ge azficmes reductoggw

Para 1a investigacion cuantitativa de azúcares re
ductores. se determinaron por medio del microreaotivo oúpr_i_
oo de Petersen. en los hidrolizadoe de 6. 12 y 2h horas.

Se pasaron porciones de 2 mgr. de muestra aproxima
damente. y oolocuon en tubos con 2 m1. de ácido sulfúrico
1 H. Se cerraron luego los tubos a la lámpara y calentaron
en bañolmaríe de agua hirviente durante los tiempos indica
dos. con el fín de hidrolizor los hídnatos de carbono que
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pudiera haber Presentes. Unavez finalizado 1a hidrálieis.
ae abrieron los tubos y se traBSVa85cuantitativamente su
contenido a sendos vasos de preoípítados. Se agregé-l m1.
de solución de SOan el 2.5%. se mezolé bien y se precipi
taron las proteínas por el agregado de HONa1 N hasta pH.
8.5. Se centrífugo y 'en el aobrenedente se determinaron a
zúcares reductores mediante le tégnígg dg Stilos, Pgtgrggg
[fred (16).

Se emplearonlos siguientes reactivos:
Beaotívo A: Iicrorenctivo oüprico combinado.

SO Cu. 5 loooooooo-noo 5.0 g.
A0160tartáríco............ 7.5 g.coN112 140.0g.

geo.ooooooooooooooo-aoooo g.
02 OLH2oH200-oooooooooooooo go
Iodatode potasio.......... 0.7 g.
Aguadest. hasta........... 1 litro

Beactívo B: 50h32 l N
Benctívo C: 8205 Noe .0.005 preparado en el momento del

uso n partir de una solucion 0.1 I de la ¿ng
ga.

En sendos tubos de ensayo se colocaron 5 ml. de
reactivo A. agregándose luego n uno de ellos 5 m1. de agua
destilada y al otro 5 m1. de la solucion e 1nVeatigar o n
nn dilucián apropiada de le misma. conteniendo aproximadat
mente 100-300 mgr. de azúcares reductores expresados en
glucosa. Se tapan ambostubos sin ajustar. con tapones de
caucho. para evitar la rooxidecion del cobre reducido.y se
calientan durante 15 minutos en baño de agua hirvialte.

Se enfrían bajo agua y agregan a cada uno 5 m1. de
reactivo B. agitando bien y dejando en reposo unos minutos.

'Se titula luego con 1a solucion de tíosalfato.uti
lizando almidán comoindicador (solucián de almidon solu
ble al 2%). que se agrega una vez que se ha aclarado el oo
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lor del iodo. y la solucion ha tomado un color pajízo. Se
continúa 1a titulacián hasta desaparioi'o'ndel color azul.

La cantidad de glucosa presente en la muestra se
establece mediante tablas. en tuna-16adc la diferencia de
volúmenes de solución de ticsulfato gastada en el blanco y
e: la titulaciSn de la muestra.

e) Qctcrminacicïnde lígídos...

se hidrolizan previamente alrededor de 25 mgr. de
muestra ocn 21111.dc 80h32 1 H en tubo cerrado a 1a llama.
durante 6 horas a 100°C.

Sc transvasá entonces cuantitativamente el conte
nido del tubo a una ampolla de decantació'n y ac extrajo con
clorotormo previamente destilado. Se practicaron 6 extrac
ciones. cada una con 5 m1. de solvente. Dichos extractos se
mezclaron y llevaron a sequedad a1 baño maría. en una caps};
1a de porcelana previamente tarado.

Se pan; el contenido de 1a cápsula hasta obtener
constancia de peso. Paralelamente ce practico un blanco 113
vandc a sequedad un volümm de solvente y pesando el resi
duo. el cual se dedujo de 1a pesada obtenida en los extrac
toa.

La diferencia permitió calcular el contenido en 1í—
pido: por ciento de mueatra.

1) pgtermingcíón g‘enitr6gmo ..

Esta técnica sc empleo en la invostigaci6n del con
tenido en nitrógeno de 1a fraccion examinada y en 1a deter
minacion de nitrógeno de anticuerpos de los ensayos inmuno
quimicos efectuados.

Sc empleopara ello 1a técnica de micro Kjeldahl
(15).
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Reactívo A: Acido sulfíríco con catalizador.
Se saturó en sulfato de cobre. ácido sulfúrico
conccntradow

Reactivo B: Sulfato de potasio. cristalino. puro para aní
lisis.

Beaotívo C: SolucíSn saturada de ¿cido b6rí00.
Reactivo D: 8011101511colorante.

a) Solucicïnsaturada de rojo de metilo recríatalíza
do. en alcohol etílico de 95%.

b) Solucíc'm de azul de metílenc a1 171m agua.
c) 125 mi; de a) se mezclan con 15 m1. de b). Se uti

liza Comosolución Stock.
Beactivo E: Solución indioadorc.

Se agregan 5-10 m1. de solucíén C. a 2 litros
do Reactivo C.

Beactïvo F: Sclucízïn de BCI PUTO.
Iïeactívo G: 3011101511concent rada de noria.

TECNICA:

La muestra sálida o en 3011101621.exactamente Pesa'
da o medida. se 001005 en un recipiente de Kjeldahl de 100
m1.. se agregaron 2 m1. da Beactívo A. y 1 g. aproxínmdo
de Roactíuo B. hecho lo cual se procedía a su dígestíSnJ.
cual se hizo lentamente tratando de eliminar previamente

el agua y luego Calentando en baño de arena de modotal de
ir quanando cl carbono.

Se calcnt6 hasta ¿ecoloracíán del contenido del bg
16n. insistiendo en un calentamiento de 30 minutos poste
riores a ello en un calentador con resistencia eléctrica.

Se cuíd5 cn este punto. que en el cuello y paredes
del recipiente. no existieran trozos de partículas sin ata
car. las cuales m caso de estar presentes se arrastran
con chorro do agua destilada. luego da enfriar el bahía.
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Unavez digerida 1a muestra. le procedió a destilar el amo
níeoo presente. en el aparato de la figura ¡1.2.

Antes de usar el aparato de destilación ¡e purga dg
rante 5 minutos. dejando pasar vapor con un baloncfito conte
nícndo 10 m1. de agua destilada y 9 m1. de alcali. El agua
contenida en el matráz generador de vapor. se ecidula con
unos m1. de SO H2 con..

Se llevan a cabo luego blancos sucesivos. en 1a si
guiente forma: en un erlenmeyer de 125 m1. se colocan 5 m1.
de le. mezcla ¿cido b5ríco indicador y 5 m1. de agua destilg
de. colocandose bajo el refrigerante. con el extrano de ¿a
te Paseando en el líquido. Se coloca un balonoito de
Kjeldahl en el aparato. conteniendo 10 m1. de agua destila
da. y se dejan caer 9 m1. de la solución concentrada de
HONa.Se coloca nuevamente el mechero debajo del matráz ge
nerador de vapor y se deja destila!“ durante 6 minutos. Se
baja c1 erlenmeyer y retira el mechero del generador. se eg,
juega con píseta al extrano del refrigerante y espera hasta
que toda el agua acumulada en lla trampa de Kjeldahl, bajo
hasta el baloncitov

Se destila durante 1 minuto más. sin que esta vez
el refrigerante pesqtle en el líquido. con el fín de lavar
el interior del refrigerante. Se repitan los blancos hasta
obtener un color constante del indicador (es preferible que
no exista viraje) tomando este color como.punto final en
las titulaciones subsíguimtes. Se proceda luego a la destj.
lacíén de 1a muestra analít ica para lo cual ae coloca el q
lenmeyer m el ext remodel refrigerante. aoontmíendo el ig
dicador. Se ajusta el baloncíto conteniendo 1a muestra y se
coloca mdeéndolo un baño de hielo. Luego se procede lenta
mente a1 agregado de los 9 m1. de alcalin

Unavea que todo el alcali ha reaccionado. se reti
ra el baño de hielo y se pmcede exactamente igual que cuag
do se llevaron a cabo los blancos. La destilación de]. amo
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níaco hace vírar la solución indicadora del violeta el ver
de. Se títulan luw los destilados con HCl exactamente
N/70. El cálculo se efectúa en la siguiente formas“

mg l a nl HCl 11/70 x 0.2

El error del método es aproximadamente 1: 0.01 mg N.
Se lleva a cabo además un blanco pam los reactivos

digig'íendo 2 m1. de la soluoíc'm sulfúrico del catalizador
con l gr. de sulfato de potasio en la forma ya indicada des
tilandolo luego según 1a técnica d'escrípta y titulándo en 1a
mismaforma. Los valores obtenidos se restan a las determi
naciones efectuadas.

g) cromatografía - getermingcíon de aminoácidos {1:22.

Se procedía previamente a hidrolizar la muestra.Pa
ra ello se pasaron alrededor de 5 mg. de fraccion en estu
dio en un erlenmeyer de 125 m1. se agregaron 10 m1.de HCI
6 N y se calentc'» a reflujo durante 18 horas. Luego de dicho
tiempo el hidrolizado se llevó a sequedad al vacío.tomando
con agua el residuo y repitiendo la operacic'm hasta elimine.
ción total del ECI.

El residuo result ante de la ultima evaporacíó'n se
disolvíó' en 1 m1. de alcohol isopropílico a1 101 en agua. Fa
ta eolucián de aminoácidos se empleo en las determinaciones
oromatográficas. Para ellas se empleo papel WhatmanN.1 y
se corrió m forma ascendente bidimensíonal y en forma des
cendente monodimensional según los casos. Los solventes em
pleados fueron los siguientes:

SolventeA: Butanolnormal.......s...r........ k0 ml.
Acidoacético glacial............ 10m1.
Aguadestilada................... 50m1.

Se mezcla y agita dejando decantar lugo. dupleando
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1a capa alcoholica. La capa acuosa se empleópara saturar
1a cámara.

5011!th B: FmOIOOOOOOOOOÓOOOO00.000. ¡lo
AguadestiladaooooaOoooa-a m1.

Se funde al fenol y agrega el agua agitando conti
nuamente. B1caso que a1 enfriarse se aeparasen dos capas
ce agita el total antes da usarse. se toma 1a porción a u
tilizar y se entibia hasta disolucion. Atemperatura am
biente el sistema forma una solucion homogénea. La cámara
ae nature? con el solvente y en el momentodel corrimiento
de la muestra ae coloca en el piso de ella un vaso conte
niendo solución acuosa de amoniaco a1 0.3 S y otro con 100
mg. de cianuro de sodio disueltcs en 5 m1. de agua destila
da con el objeto de evitar 1a oxidacián del fenol y 1a fc};
nacion de un frente coloreado en el papel"- ‘

El los cromatogramaa monodimenaionales descenden
te: se empleó un dispositivo comoel que se indica en 1a
figura 3.

Se utilizaron tiras de papel de 2.5 x k0 cms. 0012
cando la muestra en cantidades variables de 0.02 a 0.08
m1. sobre una línea horizontal trazada a unos 5 cms. del
borde superior. m 1a eramatograíía bidimensional ascendeg
te se empleó una hoja de papel de ho x to cms. coloonndose
1a muestra en un ángulo distante 6 cms. de cada uno de los
bordes. El papel ae mrollá y los dos estrenos ae unieron
mediante hilo de coser en tree puntos de tal nodo de Ior
mar un oilindrm Este ae 001005parado m un cristalizador
apropiado donde se 001006 el solvente oportunamente. El
sistema ae cubri6 con 1a misma campana utilizada en 1a o
tra experiencia. m amboscasos se saturaba el sistema con
el solvente y equilibraba el papel con el ambiente 21;.ha.
antes de agrgar el solvente en la cubeta. El toma compa
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rativa se corrieron también aminoácidos puros para lo cual
se prepararon soluciones de los mismos en alcohol isopro
pílico a1 10% en agua y oont eníendo 5 mg. de aminoácído en
2 m1. Mediante ellas se determinaron loa BI correspondien
tes a cada uno para loa solventes y condiciones de trabajo
empleados. Para revelar los cromatogramaa se empleo 1a ai
guiente solucion:

Reactivos c: Solucion de ninhidrina 0.15% en butanol
normal.

a) gbtggción de gugros esgecíticg;¡

Los sueros específicos ae obtuvieron por inocula
oián a Conejo de auspmsionea bacterianas. Se hicieron aii
lamientos sucesivos por estrio a: placas de Petri. El me
dio utilizado fue agar nutritivo glucoaado 1%. Se seleccig
narcn lea colonias más opaceo por sucesivos pasajes y ae
estriamn en tubos de agar inclinados con el mismomedio.
Luego el desarrollo de cada tubo se suspendiá en 3 m1. de
solucion fisiológica 0.1.1 formolada. Se inocu16 esta nus
pensión por vía endovmosa a un conejo. en dosis crecien
tes. utilizando para ello le vena marginal de la oreja.Co
menzcpcr'inocularse une dosis de 0.1 ml. de una dilución
1:10 de la suspension booterinno y ae llego hasta una dc
sin de 2 m1. de lo suspensión directa. dejando tres días
de intervalo entre dos inoculaoionea. Se efectuaron aanv

grias de prueba por la oreja entes de sangrar el conejo y
se probo el suero contra suspensiones de bacterias formoln
daa y cel entedas o no a 100'0 durante 2.1/2 horas. Cuando
ambaspruebes resultaron positivas en la técnica de aglut;
nacion rápida en placa de vidrio. se procedió a sangrar el
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conejo porccarcïtida. Se aseguro e1.conejo a una pequeña mg
aa. se dejá a1 descubierto 1a carátida. ae 1136 en dos pug
to: distantes l cm. entre si. ae aplicó una cánula i la r3
maproveniente del corazon y se soltó su ligadura reoogieg
do la sangre estérilmente en un erlenmeyer. Se dejó coagu
lar y colocó 2 horas en estufa de 37‘0. y luego 2h horas
en heladera para facilitar la retracción del coágulou

Se decantá al enero y centrifugó. ae ajustó el pH
a 7.05 se calentt; en baño maría durante media hora a 56°C
para descomplenentarlo y luego ae agregó l ml. de solucián
de fenol en éter a1 90%por cada 60 m1. de suero.

Se filtro por papel y conservó en heladera en tra_s_
cc de 100 ml. de tapa eemerilada. Para obtener el suero B7
puro se procedií por absorcián de loa anticuerpos 086 me
diante suspension de bacterias 0862B9 calmtada a lOO'C.dg
rante 2.1/2 horas para destruir el antígeno B.

Para llevar a cabo la absorción aa nombraron25
placas de Petri con agar nutritivo glucosado con 1 ml. ca
da uno de cultivo de 2h,horas en caldo nutritivo y diluido
luego en agua de peptona. ae incubaron durante 2h. horas a
37°C.. y le suspendieron cada una con 2 nl. de solucion ii
aiolágica 0.14 formolada. Se cmtritugá. lavó y suspendiá
en 5 m1. de suero 086:37 incubándoae durante 2h horas a
k5.c-'

‘ Se centrífuga? y probá el cuero con suspensión o-spg
aa de la bacteria homologa.Siendo positiva la raaccián ae
procedió a absorber al cuero con más masa 086139 calenta
da. incubando 2 horas a hS'Cn y lugo 13.8horas an helade
ra.

b) Determínggicïn de nitnïgeno de agtiouegzgg g 195
¡ueros gsgecíficgg {1721,

l)- Nitrogeng de gglutininggu Sc abscrbieron loa antioue;
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pos de los sueros con nnsa bacteriana obtenida en la form
que sigue. Se prepararon cultivos en caldo nutritivc.que
se incubaron durante 2L horas a 37'C.. a partir de una co
lonia him opaca. Se sembraron placas de Petri con agar ng
tritivo glúccsadcs. en upertíoie. con 1m1.cada una. del
cultivo a: caldo. Ss incubaron a 37°C durante 2k horas y
ss suspmdic el desarrollo en solución fisiologica formal!
da al Ooh!» Se centritugá y lavo varias veces con agua dog
tilada. Se suspendió en agua destilada. se tomo 1 m1.. se
llevo a sequedad al baño maría y luego hasta peso constan
te a: estufa de 105‘0. Se ajustc') 1a suspensión a 10 mg. de
masa bact eriana seca por mi).utilizando solución fisiológi
cs 0M. Iormolada. El tratamiento de 1a masa bacteriana dg
Pude del tipo de anticud'pos a determinar. Para el caso
de los anticuerpos "0” se calienta previamente 1a suspen
sion durante 2.1/2 horas a 100'.’cantes de proceder a1 lava
cb. m el caso da determinar aglutininas 0K se apleá la
suspension tormclada y lavada. Para 1a determinacion de n_i_
trógeno de anticuerpos sa preparan en sendos tubos de 8 r
100 mm.y por dnplicado.. las cantidades de suero y de solg
cion fisiologíoa que se indican en el cuadro NJ.

Cuadro ¡1.5

‘l'nbos
B s a c t i v s s w

1 2- 3

Suero espmffico..." 1 m1. - 1 m1.
Sol. fisiología...“ 0.5 m1. 1.5m1. o.s.p. volumen

filial igual a
tubos 1 y 2.
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A los tubos l y 2 ae agregaron 0.5 m1. de suspen
sión bact eriana conteniendo lo mg. de masa aeca de bacte
rias y se incubaron los 3 tubos a 37°C en baño de aguadl
cabo de 1 hora ae investigcï la presencia de aglutininas
en al tubo l y 61 caso positivo se agregaron 0.5 de 1a mig
na suspeneián bacteriana inoubando una hora más. Se praot_1_
06 mtoncea otra prueba de aglutínacián y si el sobrmadag,
te permanecía limpian debido a la aglutinaoíón de las bac
terias agregadas se agrego otro Volúme: de 0.5 m1. de aus
pmsió'n y se continuo la incubaoíán. Se procedió de la mi;
ma forma hasta obtener un aobrenadante turbio debido a1 a;
ceso de bacterias agregadas. De esta manera se obtuvo 1a
seguridad de haber agrgado un exceso de antígeno. de nodo
tal que todo el nin-¿gano de anticuerpos específicos estué
viera al el precipitado. Se inoubcï 1 hora a 3770 luego del
último agregado y L8 horas más a O-S’Ca

2)- Hitpjggo de Ezfligitinger Se hace la salvedad que se
acepta la identidad entre

preoipítinaa y aglutininas. pero ee dplea el término pre
cipítinas debido¿al distinto estado de disperaion del anti
geno empleado en su determinacion. m efecto. en este caso
el antígeno está soluble a diferencia de la suspension bag
tatiana.

m regla general. la técnica empleada fue la misma
que en el oaeo de las aglutinínas excepto que se usaron n
na serie de tubos con cantidades crecientes de antígencfie
trató de no tener un exceso grande de anticuerpos. para e
vitar el conocido efecto disolvente en 1a zona de antich
po en exceso (15).

m el cuadroïll.6 figura el eaquena de las determi—
naciones efectuadas.

Se utilizo ¡ma aoluoián de antígeno conteniendo
250 /ml.. Previamente cmtrítugada. Se preparamn prime



Cuadro

m6

Reactivos Suero.específico.. Solución1131016

81ca........0000

Solucicïnantíge

n°ooooooanoooooo

1m1. 2m1.. 1m1.

1m1. 1m1, 2m1.

5m1.

1m1. 3m1.

220
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ro los tubos 1. 2. 5 y 6 e incubc')2 horas a 37'0. A1 obse;
Vaz-seprecipitacion on los tubos 1 y 2 se prepararon los
tubos 3 y h- o incubarcn todoo 2 horas más. Luego ae pasá a
heladera L8horas.

3)- Qetcrminacíon de Nitrcgeno de ggticngrmg ng Ezüipítg
bles.

Fn determinado momentodel trabajo se decidio de
acuerdo con (18) investigar 1a presmcia de anticuerpos no
precipitables y complejadoa de tal forma que permaneciesm
solubles en el suero. Se sigue 1a técnica indicada en (18)
y que ae detalla a continuacicïns a 5 m1. do suero se agre
gá 1 m1. de suspension bacteriana oontmiendc 1 mg. de ma
sa seca y se dejá 11 días a: 1a heladera. Se ajuatcï enton
ces el pH a 12 y a los 6 minutos se noutralizá nuevamente.
A h. m1. del suero así tratado aa agrago suspension bacter
riana y le dejc' 11 días en la heladera. Un volúmen igual
ae 001006 en iguales condiciones pero sin el agregado de
suspension bacteriana. A los tiempos indicados se determi
n6 nitrógeno an los precipitadoa previa separacián y lava
do de los aismoa tal comooo indica a: U. El precipitado
en el suero sin tratar con masa bacteriana. corresponde a
anticuerpos solubles.

k)- Tratamiento gg 193 grggigítgdgg obtenigogn Luegode
1a incuba—

cion de los tubos al las condiciones establecidas en cada
caso ae procediá a ómtrírugarlos durante ¡15' a 3.000 1'er
luciones por minuto y a 5°C. Se decantaron los sobrenadan
toa y conaervamn con al fín de observar detenidamente ai
eran perfectamente limpidos. Los tubos con loa preabitadca
aglomerado: se invirtieron sobre un papel dc filtro y lue
gc ¡e colocaron en un baño de agua helada. Se mantuvieron
en trío mientras ac lavaban éstos. primero con k gotas de
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solucion fisiongïoa fría. que se dejaron deslizar por las
paredes del tubo. y en cuyo volúmen ae suspendieron. Luego
se agregaron 2 ml. de solucion fieiolágioa para completar
el lavado y se dejaron actuar 5' en frío. Se centrífugaron
nuevamente en iguales condiciones que anteriormente y rep_í_
tic; el lavado. A1 deoentar el líquido debe cuidarse espe
oieluente el tubo con masa beat.eriana pues tiene tendencia
a escurrir. Luegode centrifugado por tercera vez ee sua
pendieron los precipitado: en agua destilada y transveea
ron cuantitativamente a un baloncíto de [Jddahlq Se egre
geron 2 gotas de solución de HONeconcentrado. para levar
bien las paredes... del tubo ayudandoae de una varilla úe vi
cirio ae diluye con agua y transvasa al baloncíto de
Kjeldehl. Luego se sigue según le técnica indicada en Bi-f:
determinacion de nitrógeno.- I

o} 'níc d rec itaciSn medio "lid: ou in) 1 .

Se base en 1a formacion de bandas de preoípitecián
por accion del antígeno soluble que avanza por difusion a
traves de un gel que contiene anticuerpos apeoítícos en
concentracion constante. Esta ea le tecnica lle-nada de
"simple difusion” por Oudin. El antísuero le mezcla con el
¿gar fundido y eñfríado a Lo-Ls'c y ae 001006 en un tubo
de 6 mm. de diametro y 12 cms. de largo cerrado con parar;
na en uno de sus extreme. Pare llenarlo con agar se util_i_
26 una pipeta Pasteur que se introducía hasta el fondo del
tubo. Se llenó hasta una altura de 8 cms. Comopreservati
vo ea egrqá merthiolat. el agar en concentración de
125.000. Luego ae coloeá sobre la column de agar-entierro
ro solidífícada una solucion conteniendo el antígeno. El
el presente trabajo ea utilizaron 3 diluciones diferentes
de suero: 1/2 lll; y 1/8 con sueros 036:B7 y 086289 y ee
001006 en la parte superior una aoluoián del antígeno en
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estudio. Los tubos se parafinaron para evitar la evapora
oidn y se incubaron a temperatura ambiente (2090) obsorvág
dose cada 2h horas durante una semana. El antiguo avanza
por difusiSn a través del gel. la conoentracíán de este es
pues mayor en 1a superficie de contacto y disminuye a medi
da que avanza. m la zona donde la oonoentraoíán antígeno/
anticuerpo. sen la ¿ptimn se observará una banda de preci
pitaoián. Si se obtfmm Varias bandas se tratará de un ag
tigeno compuesto. La distancia a la cual ae Produce la bag
da es inversammte proporcional al poder antigénioo. La
densidad de preoipítaoic'm dependerá de la concentración de
anticuerpos.

D)- petgmingc ioneg bigló'gícaag

a) yglomoíón de toxicidadg- Se msayó 1a toxicidad de 1a
fraccion activa pot inyección

intraperitoneal en ratones blancos de 25 g. Se utilizaron
3 lotes de S ratones cada uno. Cada loto se inyth con u
na dilución diferente. Se observaron durante una asuman:
general las muertes se produjeron a las ¡+8horas.

b) Proteccion gctivgí-Las lanchas sobrevivientes inyecta
daa oon 1a rraooicïn activa se inyec

taron luego de 5 días con la bacteria viva para determinar
el grado de protecció'n conferido. Se obaervaron durante u
na semana.o)WW ' sali-“6%”"

Con el ob.)0to de determinar el poder patógeno de
la bacteria estudiada se empleóun cultivo de 18-20 horas
a 37'0 en caldo nutritivo. Se hicieron sendas diluciones
decimales en solución fisiolégíca y se inyecto' con cada u
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na un lote de 5 ratones de 20-25 g. por vía intraperito
nea] empleando 0.54111. en cada inyeccion. Se observaron d};
rante una semana. Simultáneamente no hizo un recuento de
las bacterias contenidas: en el caldo original. sembrando
1 m1. ade las diluciones 10.5. 10" . 10"7 por duplicado en
cajas de Petri y con agar nutritivo. Luego de incubar 2h.
horas a 37°C s'e practicó el recuento.

Conïdichos datos se conocía el número de bacterias
inyectadas. Se caloulcï la DL50aplicando el método de Feed
y Lïuench (20).

d) Poder antigépícpz- Se inyth un conejo por vía endova
nosa con una solucion de 1a fraccícïn

activa siguiendo uno do los siguientes esquemas de vacuna.vclon.

1)- Solucion num dg lg graccíong; Las inoculacíones efec
tuadas se detallan en

el cuadro adjunto» ‘

Cuadro 11.1
A.

Inooulaoíc'm Días Dílucián Volúmen inoculado

1a.. 0 10 5/611. 0...1 m1.

2a.. 3 lo ¿{m1. 0.5 m1.
3.. 6 1o J/ml. 1.5 m1.
h. lc 100 5/m1. 1.5 m1.
5a.. 1L 250 5/m1. 1.2 m1.

l
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2)- Emgleo'dlelalu'mbre de nbïaasio comoadyuvante ‘ ":3" Se prg
parc

una solucian de alumbra de potasio al 1%y se díaolvíercn
7.5 mg. de fraccián activa en 5 m1. de esta solucion. Se
agregá la cantidad teórica de HONaN/lo necesaria para pts
cipitar cuantitativamente el hidróxido de aluminio y se
continué 1a inoculacián del mismoconejo.

C u a d r c N.8

Incoulacíon Días Diluci6n Volúmeninoculado

6a. 1.5mgr/In1. 0.5 ’MLt
7a. 21 1.5mgr/m1. 1.0 b
8a. 2k ¡ 1.5mgr/m1. 1.0 v

3)- gclucíSn dg 19 tracción congcníendo un
ggmplgjg lípogglígacágíggz- Se prepará una solucion

conteniendo 2 mg. de trac
cián activa y 5 de complejoontígánico¡lípido-proteína-hi
dratc de carbono Provmiente del Egoh.cg__1_j._(¡111th en dos
m1. de soluoíán tiaiolágíca tormolada 0.k% y se inocularcn
a1 mismoconejo a los 10 días de la última inyección.

e)- antígenicídag gn lguchggz- Las lanchas sobrevivientes
del ensayo do toxicidad ae

sangrarcn por el oorazán. y el “pool” de sueros se probé
en aglutinacián rápida con 1a bacteria homólogo en suspen
sion formclada calentada o no a 100°c durante 2.1/2 horas.
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‘)W843 hicieronensayosdeextrao
oiSn de fracciones biológicameg

te activas sobre lg. de masa bacteriana seca con el fín de
decidir oual era el mejor solvente a utilizar. Se probaron
los siguientes aolvmtasz

1)- Soluoídnrisiolsgica (ama 0/00).
2)- Acido acético 0.1 N.
3)- Piridlna 50%.
U- Etílefle glíool.
5)- F3101 901.
6)- Acidotrioloroacátíoo 0.1 N.
7)- Hidrcïxido de sodio 0.1 N.
a)- Acidotríoloroaoétíco L n.

.Se 001005 l gr. de masa bacteriana el sendos orlan
meyer de 250 ml. y se agregaron 100 ml. de solv ente a ensa
yar. Se extrajeron por agitacion durante 5.1/2 horas a tan
peratura ambimte en un 'uhistle skater“. Los sobrenadantes
se centrífugaron a 2.500‘rwoluciones por minuto durante mg
dia hora. obteniéndose en algunos casos soluciones opalas
oentes. Dichos sobranadantes se díalízaron m bolsitas de
oelofán contra agua destilada a MC con cambio del agua oa
da 2h.horas y hasta reacción negativa del solvente en el
líquido dialízado. Durante el desarrollo del trabajo se en
sayó una técnica de extraccion de acuerdo a los resultados
obtenidos en los ensayos previos mencionados más arriba.Sín
embargo.tal comose indicará en el capítulo de resultados
obtenidos dicha técnica fracasó por lo cual aa intente? un
segundo aislamiento que se mencionara también en esta seo
ción.

b) thencicïn de traeoiong actíVgsz
Et. rggción 1: Se suspendieron 50 gr. de masa bacteriana se
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ca al 300 m1. de solucion fisiologica y se extrajo por agi
tación en una licuadora durante una hora tomandoprecaucio
nes para evitar el excesivo calentamímto del líquido. A1
cabo de dicho tiempo se centrifugó y el residuo ee volvió a
extraer en las mismascondiciones. Los extractos obtenidos
mezclados se concentraron a vacío a temperatura no mayor de
70,°C. Se fi ltraron luego por bujia Chamberland L2.

ïgt ¡maig 22- Se tomaron6 grs. de mass bacteriana resi
dual de 1a extraccion anterior y llevaron a

50 ml. con ¡cido acético 10%calentando a reflch 10-16 ho
ras. Se dializá y centritugá a 5.000 revoluciones por minu
to. A1 residuo se le hizo una coloracicïn de Gram. con el o);
jeta de ver si había bacta'ias sin destruir. Comoesto me
positivo se volvio a extraer en iguales condiciones. Se me;
claron los extractos y se precipitó con 1/2 vol. de aceto
na fría. Se centrirugá y al sobrenadante ee agregaron 1.1/2
Volúmenesde acetona. El precipitado se redi sclviá en 50m1.
de agua destilada y lo m1. de bicarbonato de sodio 0.05 EJ
se agregaron 60 m1. .dc acetona a O'C. Se dejo 2h. horas a e
sa temperatura y se cmtrifug5.

ELeobrenedante se trate con 60 m1.de acetona en
trío. no observándose tormecián de precipitado. por lo cual
se concentró el vacío obteniéndose una traccion que se rctg
16.uh.

O O O l O O
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A). Eleccion de solvente - Begultgdog.

Los extractos obtenidos según E-a se titularon frog
te al suero 086287 en prueba de precipitación lenta. em
pleando volúmenes iguales de suero diluido 1/10 y sobrena
dante. o incubando 2 horas a 37'0 y luego 2h horas de hela
dera a 5'0. practicando entonces las lecturas. En el Cuadro
N.9 figuran los valores obtenidos.

Cuadro L9

¡{tales obtenidgg con los extggotcs frentg g un ¡ugg

Q86¡B:Z

Solvonte Título
Acidoacético 0.1 N............. 1/16
Acidotriclomacáuoo0.1 1/16
Etíléneglicol.................. 1/16
Piridína50%,................... 1/2
Hidroxidode sodio 0.1 N........ 1/356
Soluciónfisiológica............ 1/61..
PmOI90%....¡000clocoocooonoloo
Acidotrícloroaoético k Nu..." lll;

El hídrcïxído de sodio se deshecho por disolver la
masabacteriana casi totalmente y por 1a alteración que s
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llo traía aparejado. Por: lo tanto el solvente que Be impo
nía ero 1a solución tieíolcïgica el 9k. y 61 ee uso mpleag
do la técnica indicado en E-b-l. No se obtuvieron los resina]=
todos esperados pues en ¿ste caso el extracto no resulto og
“génica.

B). traccion obtenídg po; tratamiento ogn écng acético g
ggligtg, ngggtgizgcién químicas,

Esto traccion oe obtuvo como ae indico en E-b-2.ro
tniándose Hb. La cantidad obtenido tué de 160 mg. Se ateo-:
tno la reaccion de Diooheresultando negative (ausmoin de
nucleoproteínea). El extracto ccoo ero parolelmmte soluble
en agua donde una solucion opelescent e. Centritugando cedi
mentebe un pequeño residuo. La treocíiïn soluble represento
be el si.“ del totol (No). con 5st. se efectuaron todos
las prueben químicoeo- _

Se titula frente a suero 086;B7diluído el l/lO.ob
teniánaoae precipitación hasta una diiuoián de 7.8 Uni.

Bl el Cuadro ¡1.10 figuran los resultados de las de
terminaciones quimicos efectuadas.

Conodo los datos químicos surgir-{a que le traccion
aislada era una Proteína. se trató de identificar cuentan;
Vamenteocuales aminoácidos la constituían. Pere ello se
practico cromatografía en papel.de1 hidrolízedo obtenido
tel comose indico m lo parte experimental.

Con el objeto ¡lo obtener Ice Valore: de R! m nues
trae condiciones de trabajo oo corrieron también soluciones
puros de aminoácidos. Estos valores figuran en el Cuadro H.
110

En el cuadro ¡.12 figuren los valores de BI obten¿
dos ol correr el hidrolizodo con los dos ¿solventes que se
indican en le parte experimental. De ellos. I Por compare
cion con los valores del Cuadro ¡6.11 se ha podido identiti—



CuadroN110

BeaocíándeReaooíándeLípidosNitrágenoAzücarel

uqnsohBiuret.(1)(2)
Positiva(x)PositivaNooon-11.71Nocon

tienetiene

(1)Materialhidrolizado2.1/2horasconschnz1Xentubocerrado

a10090.

(2)Materialhidrolizado6.12y2khorasenigualescondiciones.(x)Comparar'concolumnaS.

520
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C u a d r o N.11

Valores de Bf de aminoácidos Euros obtenidos con dos sis
temas de solventes Monodimensionl ascendente .

Aminoácido Fenol- Butanol- Color al reve
agua aCetico lar con nínhídrína.

Glicocola...... 0.36 0.16 Lila
Arginína....... 0.60 0.11 Violeta
Acido glutamico 0.27 0.17 Violeta
Cisteina....... 0.59 0.25 Rojo
CíStínan'ooooooo 0910 ROJO
31811111800000... 0'20 VÍOIGta
Fenilalanína... 0.79 0.57 Violeta
Guanina........ 0.8L 0.55 Violeta
Prolina........ 0.90 0.22 Amarillo
Hídroxíprolina. 0.6h 0.1L Amarillo
Histidína¡.¡... 0.67 0.07 Violeta
Tirosínaytïe... 0.58 0.35 Violeta
Treonina....... 0.L5 0.17 Violeta
Asparagina..... O.L0 0.08 Violeta
Metioninao..... 0.80 0.h2 Violeta
Lísínac¡«¡.¡... 0.50 0.06 Violeta
Serína¡.¡¡..... 0.32 0.15 Violeta
Leucina¡¡...... 0.8L 0.65 Violeta
Isoleucina..... 0.8L 0.60 Violeta
Norleucina..... 0.8L 0.65 Violeta
Triptofano..... 0.76 0.56 Violeta
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car 10 aminoácidos sobre un total de 1L.
En todos los casos los valores de los BI se han ob

tenido por promedio de por lo menos 2 determinaciones. Las
diferencias mayores obtenidas fueron del orden dc 0.0L Ef.

La figura N.k presenta el cromatograma correspon
diente.

C). Resultados de 1g; detenníngoíongg inmunoguimicg;
efectugdas.

En el cuadro “.13 figuran los Valores de nitrógeno
de anticuerpos de un suero 086281. determinado con Egoh.gg
_1_;086:B9 calmtado a lOO'Cdurante 2 horas (titulación de
anticuerpos ”O") y una mezcla de Esch, coli 086237 Iormola
do y sch. gol; 086:B9 calentado comose índic6.*

Se puede observar que el suero titulado contenía
0.112 mg/ml. de nitrogenc de anticuerpos para el antígeno
B7. Con el mismo suero se practicó una valoracion con can
tidades variables de FIc. Los valores correspondientes ti
guran en el Cuadro N.1h.- _

A pesar de la incertidumbre que hay implícita en la
determinaoíén. por la imposibilidad de determinar si ha que
dado FIc sin precipitar. los datos permitan asegurar que
FIc es un antígeno incompleto.

Para completar el estudio de FIc se practico 1a re
accion de Oudin en medio solido. tal comose indicó en la
parte experimental. La figura N.5 es una representacion de
lo obtenido con los dos sueros 086:BT y 086sB9 diluidos al
medio con agar. empleandoeste último para ver si FIo esta
relacionado al antígeno “'0"‘. De ello puede concluirse que
la FIc está al parecer honoáeneamenterelacionada al antígg
no "0' y es poco activa. lo que robustece la idea de que es
un antígeno incompleto.
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CuadroN.12

ResultadoothIídoenlacromatorafíabídímensionaldelhidrolizadodeFIo

LW.

l.

Manchaf Rf5B! ,ColorconAminoácido

Nfenol-aguaiButanol-acotíooninhidrina

0.100.05RojoCístina0.260.17.VioletaAgídogautá

mlco

560,16LilaGliCOCola
ohh0.17VioletaTreonina.600323RojoCísteína

600.11VioletaArgínina
.670.07VioletaHístidina

910.22AmarilloProlína

.LOVioletaMetíonína .57VioletaFenil-alaní

1

HN MÁMNOb-(DCROH

na

5Rojo4
.15Rojoé

5 8

b-NHN
o nOO

NmHH

Rojo Violeta‘

DOO COCO

mO
O

O

r-l
H

M
OD

Qo

«á
H
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4g_uadroN.15

Contenidodenítráeenodeanticuerosdeunnero086'81

Antí gonoaNítrágenodeAnticuer

posmg/ml.

Esch.¿oli086:B9 calentado2horas a100.0..30000000' Epoh.¿oli086289 aalentado2horas a100°CyFch. Eolí086237forma 1ado......uo..ac

—..—._.__A

56.



CuadroN.1L

Nítrággpcdeanticuer‘os

unsuero

“a.

AntígenoagregadoNítrágenodeantígeéNítrégeqototal

noagregadoprec1p1tado

12551L.67Kme; 250z;29.25K50M)500Ü5805J26

(x)TodoslossobrenadanteaaglutinaronaEsch.oolí086:B7

fonnoladoooalentadoa10030durante2horas.

57.
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D)- Resultado; cbtgidos gg las pruebas biolágicgsn

En el cuadro 8.15 figuran los resultados de la prug
ba da toxicidad de FIc. Comopuede observarse. ésta es nu
lao‘

Luadro 11.15
O

Toxígidad gg EIc ggrg s1 g g t g n

mg. de FIc Ratones muertos sobre
inyectado: inyectadcs

1.o 0/5
0.5 0/5
0.05 0/5

¡n el cuadro N.16 se indican los resultados obteni
dos al titular el poder patcgenode Each. 086zB?y
a1 cálculo de la D150correspondiente.

Conocído ol D150 del Egch= é9_I_i_086m? se procedió
a realizar una prueba de vacunaciónactiva a ratones. Pa
ra ello se vecunanpor vía intraperitoneal con las dosis
que se indican en el Cuadro 31.17. donde también figuran
los resultados obtenidos al infectar dichas lanchas con
1.3 D150al cabo de 5 días de vacunal“.

La vacunación activa en rat6n. si bien obtenida
con una dosis elevada de FIc (1 mg.) indica que afin tra
tándose de un antígeno incohpleto puede tener accián vacg
nante.

Esto que es cierto para el raton parece no serlo



CuadroN.16

PoderEtcïgenodelEach."¿oli{186:}?!

DosisinyectadasRatonesRatones-ratQLLQL_1

millorgesvivosmuertosvíVOsmuertosmortalidad

debactenas

2511oo..20k6111;.200232h66.

omso

OH

50¿Zmortalídaddosismenor

distanciaproporoíg_á .

naldiferenonZmortalidad

=‘50".'
%.6

log.D150-log.dosismenor+dist.prop.xlog.factordil.

i:log.200"0.8758xlog.10 á1.301050.8738á2.17L8

D150a1h9.5millones.

39o



ho.

para el conejo. en al cual no Iué dable obtener un suero
específico. afin probando distintas tecnicas da inmuniza
oián. sin embargoy para reforzar 1a idea del antígeno in.
completo. al aplicar 1a técnica de determinacion de anti
cuerpos no precipitahlea según ae indicó m c-b-3 ¡e cbtg
vo un valor de 56 de nítrágeno de anticuerpos por m1.de
suero."

Q u a d r o N. 11

yacungcicïn activa dg gatoneg 09g 310,
.

mg. de FIc ll. de ratones muertos sobre inyec
hyeotadon tados. a1 infectar los vacunadoscon

D150 de EgchI ¿93; 086:]37

1.o 0/5
0.5 llk
0.05 3/5

Por otra parta el ratcïn se computá comomejor suje
to para 1a obtención de cueros específicos para Flo ya que
los animales inyectadoa con 0,5 mg. de dicha fraccíán.san
grados por el corazón a los 6 días de inyectadoa. permitió
obtener un suero que no aglutinaba a th, 6911 086:B7 v1
va pero lo hacía fuertemente con 1a mismabacteria calentg
da a 10030 durante 2 horas. Esta en otra pmaba que FIc ae
encuentra relacionada a1 antígeno "0".



IV.“ D I S C U S IO N.

El primer hecho que ce debe comentar es el fracaso
práctico del solvente seleccionado en pruebas previas: eg
te ea la solucion de cloruro de sodio a1 9k.

81 him los dos procesos. el previo y el de extrag
cion. fueron roelizadoa en forma distinta. ya que uno lo
fue agitando suavemente y ol segundo mediante ma licuadg
ra. no creenos que este haya sido el motivo de la no ex
traccion del antígeno. Tal vez. y 3610 comohipáteeia.po
danos suponer que ha habido una degradación del antígeno
por el calentamiento de la masa al ser tratada con la 1:1
cuadora.- "

La obtenoíán de la FIb y sus características es ng
tural. al se tiene en cuenta que el tratamiento a muy
drástico. Ello ha llevado a una ruptura evidente del anti
gano del cual solo hemos recuperado la traccion proteica.
Esto siempre y cuando admitamos que el antígeno del
0.86287ea un complejo lípido-hídrnto de carbono-proteína.
Desde luego que tampoco fue dable obtener ninguno de los
otros dos componentes. de los cuales. el hidrato de carbg
no. hubiera aparecido durante el proceso de purificacián
de extracto acético. También podenoa suponer que la FIb
constituye una traccion externa de envoltura de 1a bacte
ria y la primera que puede separarse por tratamiento quí
mico. La FIb constituye una tracción evidentemente impu
ra. ya que fue posible eepararla en dos: FIc soluble y un
residuo.

La FIc. de acuerdo a1 Cuadro DIJO. constituye evi
dentemente una proteína sin ninguna contaminación de áci
dos nucleicos. Fn esta parte podemoshacer yn comentario
sobre 1a reaccion de Mclisch. que nos ¿16 positiva a pa
sar que el pmducto (FIc) hidrolizado en distintas condi
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cionea y analizado por cromatografía y dosaja de hidratos
de carbono reductores. no demostro contener ningún azú
car. Por otra parte el contenido de nitrógeno. transforma
do en proteínas. no aporta el 100%de FIc. De acuerdo a
nuestras det erminacionea no podemosconcluir sobre el ca
si 30%restante.- '

La composicion química de FIc. analizada por aroma ‘
tografía. da una composicián da aminoácidos corrientes.
Laa cuatro manchas no identificadas pueden ser o bien
péptidos pequeños o aminoácidos no identificados.

Por lo que respecta a laa determinaciones inmuno-"
químicas y biolágicaa podemosdecir que el suero empleado
(086zB7) contenía 0.112 mg. de nitrógeno de anticuerpos
específicos para el factor BT. hecho que auege del Cuadro
NJ}. A pesar de ello. PIO ha sido incapaz de absorber
totalmante los anticuerpos del suero. pues del CuadroN.
1h.podanoa concluir que hay 3510 una precipitacián par
cial. no sabemosde que anticuerpos. si 165 específicos
para el "0' o para el "B". pero el hecho real es que Flo
es Im antígeno incohpléto. El análisis según Oudin reali
zaflo en comparacion con dos aueroa. uno obtenido con
086:B9. que tiene anticuerpos B9. no relacionados al BT.
y otro 086:B7¡ c116el mismo cuadro. lo que caai llevaría
a suponer que FIc está asociado al antígeno "0" y que aa
poco reactivo. Ya que la zona ae ha formado en la inter
fase de las capas antígeno y suero.

Ea notable además a1 hecho de 1a poca toxicidad pg,
ra el raton (Cuadro NAS). La Prueba del poder antigáninc
para el conejo fue negativa. afin cuando ao inyectá FIo
con un adtuante comoel hidroxido de aluminio y luego en
presencia de un complejo lípido-hidrato de carbono-prota;
na. que aumentala antígenicidad de las proteínaa.Es por
ello qua no ae pudo obtener un suero específico para e
lla. sin embargofue posibie determinar la presencia de
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antícuerpos no precipitabla. lo que indicada un poder
nntígéníco real. pero limitado. de Flo.

La vacunaoíán áctiva fué un hecho pmmisorio. Bw
tonés inyectadoa con 1 mg. de FIo resistíeron' la poste
rior inyeocíán de 1.5 D150 de Esch. aolí 086:B7. Lamentg
blemente. la poca cantidad de Flo. no permitió ampliar
este estudio y probar a dichos animales con dosis infec
tantes máselevadasdeMag 086237.

OOO...
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1).

2).

3).

h).

5).

6).

7).

UH"

BESUH’F‘HEI CONCLUSIQN EQ.

Se han msayado distintos: métodos de extraccion de og
tígenoe bacterianas.
Se ha obtenido una tracción soluble. FIc. compuesta
en su mayorparte por proteínas.
No se han identificado lípidos ni hidratos de carbono
a: FIc. n pesar de dar reacoíán de Lïolisch positiva.
So han caracterizado. excepto k. todos los aminoáci
dos que constituyen 1o Ho.- “
Se han realizado pruebas inmunoquímioas con el objeto
de aclarar le relación de FIc con los antígenos del
mxh.ggli 086:B?. De ellas parece surgir que se treta_
de un antígeno incompleto. relacionado al antígeno

"0".
Pór ¡inyeccion ¡1 conejo produce anticuerpos no preci
pueblos.“
No es táxioa para el raton y lo protege contra le in
yección con 1.3 0150 de Each, En11 086237.

. OO. O
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