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I. INTRODUCCION HISTORICA
‘Fraccién polisacarida especifica del complejo antigénico

PARTIR de la magistral investigacién de Shiga? en 1898, han

aparecido numerosos trabajos sobre la etiologia de la disen-

teria bacilar, y en publicaciones recientes, restimenes del
estado actual del problema de la disenteria, cuya causa, aceptada
universalmente, se atribuye a la infeccién por bacilos pertenecientes
al género Shigella. Como la estructura antigénica de estos miero-
organismos se discute atin, la comprensién de la configuracién anti-
génica del grupo Shigella, simplificaria la determinacién del tipo de
las diferentes razas que lo componen, y se aportarian de esta manera,
mejores datos aplicables a la epidemiologia de la disenteria.

Ademss de los microorganismos de la clasificacién de Boyd y
Weil, la lista completa de los agentes bacterianos capaces de pro-
vocar la disenteria comprende: el B. dysenteriae Sonne-Duval y el
B. alkalescens, fermentadores de la manita, y las 8. dysenteriae
Shiga-Kruse y S. schmitzi, inactivos frente a la manita. Estos
microorganismos comprenden 90 por ciento® de todos 'los bacilos
disentéricos que se conocen en el mundo. Bergey,* en su manual de
bacteriologia, define el género Shigella como un grupo de bastoncillos
gramnegativos y de otras especies afines, causantes de un estado
patolégico en que predomina la sintomatologia diarréica. Entre
las especies afines, algunas son posiblemente patégenas y otras
presentan ciertas caracteristicas interesantes que convendria conocer
para poder establecer su diferenciacion. Todos estos microorganis-
mos habitan el conducto intestinal de los mamiferos.

Hasta la fecha, los intentos mas valiosos realizados para establecer
la estructura antigénica de las shigelas paradisentéricas, han sido las
de Andrewes e Inman, Boyd, Wheeler, y Weil ¥ sus colaboradores.

Clasificacién de Andrewes e Imman. Con objeto de definir con

1. Recibido para publicacién el 9 de enero de 1947.

2. K. Shiga, Ueber die Dysenteriebacillus (Bacillus dysenteriae) Zentralbl.F.Bakt., 23:870-
874;913-918; 24:817-828, 1898.

3. J. Felsen, Recent advances in bacillary dysentery. N. Y. State J Med., 42:789-793, .1'942.

4. D. H. Bergey, Manual of Determinative Bacteriology, 5th ed. (Baltimore: The Wllhams
and Wilkins Company, 1939). b
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caracteres de una sola especie, la conocida ordinaria-
acilo de Flexner, y de definir serolégicamente las razas
n existir dentro de los limites de esa especie, emprendler.on
Inman® una rigurosa tarea de investigaci(’)n. serol(.’)glca
p ntimero de cepas de dicho bacilo. Como hipédtesis de
ptaron estos investigadores la concepcion de Durhams$
sben existir miltiples componentes ant’iqém'cos, con sus co-
‘ aglutininas, y ademds, otras aglutimr.zas que caracterizan
grupo Flexner. Propusiéronse -estos 1nvest1ga.d‘ores de-
ntos ¢omponentes antigénicos podrian deitermlnarse, y
vpj’uito el predominio de uno sobre otro podria ser la causa
encias raciales observadas.

vestigaron sistematicamente (a) su aglutinacién por
dos, (b) su poder aglutinogénico y (c) prueba de absor-

cruzadas entre algunos de sus cultivos y los sueros’de
nian, pﬁdiéron observar al instante que las cepas podian
we;ﬁ_fgrl,ip.os y que en el “grupo Flexner” e.mstlan, por lo
r ‘_cdm'ponentes antigénicos, que denominaron con las

: pertenecia. : .

ron también la existencia de dos grupos intermedios el
’y.,‘otro grupo, el Y. Las conclusiones respecto a este
o son tan convincentes como las referentes a las otras
‘_‘gétéhﬁltimo grupo indica simplemente la existencia de
e distintos componentes antigénicos. : ;

s V, W, y Z observaron que predominabgkun sélo
antigénico. Las tres se comportaron, desde el punto de

Dgico, aproximadamente como si fueran tres especies

’ﬁild,A. C. Inman,ﬁA Study of the Serological Races of the Flez.mer Group
Cal] —v‘(L't')ndon:' Medical Research Committee, Special Report Series No. 42,
me theoretical considerations ﬁpon the nature of ag‘g!u.tinins; Fogethex:
oﬁ'sfupbn Bacillus typhi abdominalis, Bacillus enteritidis, Bacillus coli
7 lnctu -aerogenes, and some other bacilli of allied character. J.Exp.Med..




tintas, y cada una de ellas necesit6 para su perfecta aglutinacién _ 5 IE)‘(l)r : men-vlo’in(guyé en 5 grupos dela clasificacion
un suero perteneciente a su propia raza. Aparecieron ademés dos gFUpo exnfl‘;esto lo catalogb dentro de nuevos tipos
subrazas, la VZ y la WX, que se consideraron esencialmente miem- 2 Inman; e :

bros de las razas V y W, pero que contenian una proporcién tan | )or €4 ‘foacién en el hecho de que cada microor-
52 s : : e C .

. grande de un segundo componente antigénico que ello modificabg i sy 5 antigeno tipoespecifico, pero

su comportamiento serolégico a; Flexner, posela, ull

| . . / 4s un antigeno comin a todos los miembros
La raza X result6 excepcional, pues sélo aglutiné levementeé con bt s Lo en

§6
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Su suero propio, pero en cambio, podia producir un suero aglutinante | ' eb d@, & gue-la .celzla var;: algtin tiempo, la tipoespecifi-
no sélo de la raza X, sino también de la Z ¥, hasta cierto grado, de en cultivo artlﬁaal g cial o totalmente, y producirse
la'¥. En cuanto a estas cuatro razas, parece evidente que las aglu- nica p uede.perderse pal'l del antigeno comtn al grupo.
tininas correspondientes a cada uno de los cuatro componentes an- mento, ?p:«frentg (ire{;;icroorganismos, que dependen,
tigénicos no podian ser absorbidas, sino parcialmente, por las otras a_SdIStmtl,V = et?sico‘ desaparecen, .y se produce
razas. De lo cual se dedujo que eran entidades distintas. ' ‘ plemente, del antigeno tipico, '

'gresic’in a un tipo comun para toslas lag razas. gri
“en las que se produce una ’v:.n'lante cafrentet a:
ecifico, la mutacion ’progres(). rapldan’lente, lenr(:; (:'es(;
xéompletamente la fraccion t-q?oe.spem’ﬁca, engo 44
puede quedar en estado fle equlhbrlo, aln cua; 3 ;;1 e
stado quizés sea necesario que transcurran var e
bétesis de Boyd, el antigeno tipoespecifico constituy

La raza Y presentd caracteristicas seroldgicas distintas de las
anteriores. Seglin Andrewes e Inman, esta raza requeria también
para aglutinarse un suero de 'su propia raza: pero dudaron estos
autores que poseyese un quinto componente antigénico, o quizas
podria suceder que contuviese una mezcla de los otros cuatro elemen-
tos primarios: observados en las VoW X oy 2, respectivamente.
Ql}ize‘its. tambii'en li raza Y poseia una estructura antigénica m4s Sl individual especializada, adquirida r:der(l;}:f[:-liflfe;

rimitiva que las otras. - _ AN i mente adne
i Para cogrobo;jar sus observaciones, Andrewes e Inman verificaron e sﬁpel‘ﬁ’Cle - 1}: Efzzzl:;;lfyéirf carécter primitivo
' seroaglutinaciones con cultivos considerados como tipicos en varios : @jrax‘lhgen?ig I;lte enraizado o méas intimamente
laboratorios. La raza V, de Andrewes e Inman, resulté mas o menos guis Aprofl%ln aﬂr]l;as un estudio més minucioso, pudo
semejante a las cepas consideradas tipicas en los otros laboratorios. : ’cgt?rpo o a.l;' no rﬁpal posee una estructura mas
La cepa “d’Herelle” del Instituto Pasteur se clasificé como co- [ i cslo an lg:; ungpfincipio y que contenia varios
~.rrespondiente al grupo V'Z. Ninguna cepa aglutiné con los sueros de e
los grupos X y Z. Muchos cultivos incluidos en el grupo ¥ por
varios laboratorios, fueron clasificados en el grupo W, y una cepa de
la raza V {ué aglutinada casi en la misma forma por los sueros de
los grupos W é Y. Sin embargo, las cepas Y, del Instituto Lister y
de Lentz, de Berlin, correspondieron al suero ¥ de Andrewes e In-
man.
~En general, se pudo observar que ninguna de las razas estaba
constituida por un solo componente antigénico, sino que cada una
~, de ellas contenia otros y, en algunos casos, una segunda fraceién
- antigénica en cantidad suficiente para poder considerar el micro-
Organismo como perteneciente a una raza mixta. o
_Clasificacién de Boyd. Tras una amplia investigacion y anélisis de
mas de siete mil cepas de bacilos disentéricos, aislados en la India,
emprendi6 Boyd7 una nueva clasificacién del grupo de ‘Sk». 4

cién conservd las razas V, Wy Z de Andrev;vgs e
iderarlas verdaderos tipos, cada uno con su antlg’reno
con mayor o menor catb_ltidad del antlgeno comugaa;
le lo cual, segtin él, dependian las reacciones cru’za
ntre tinas y otras razas. El subgrupo VZ fue' con-
ﬁ&d'como ‘perteneciente a la raza f/, con-el rantlger;?)
e esta raza, pero poseyendo adem4s en exceso cier
al, también existente en el grupo Z. 0y
o considerd como una variante imcompleta fie 'y 2
pero admiti6 la posibilidad de que pudiese exis :‘W
‘eepa primitiva X descrita por And%'ewes e Inma;}, aul ,
a sido encontrada atin en la India. Pa raza ¥ no la
erdadero, sino en degeneraci()l-l, habiendo perdido su
ecifico, y quizas fuese una variante de la' w.

7. J. 8. K. Boyd, The laboratory diagnosis of bacillary dysentery. TPR‘W\SDQ%‘Med
and Hyg., 33:583-571, 1940. AR I 2 TR
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Los otros tipos de la clasificacién de Boyd son: el 103, el P 119 y

el grupo 88-Newcastle-Manchester. Mencioné Boyd, ademés, varias

otras cepas de escasa importancia, porque no se encuentran fre-

cuentemente, de las cuales sélo conservé en su clasificacién tres que

se observan més a menudo. Véase la clasificacion de Boyd en el
cuadro 1.

Cuabro 1
Clasificactén, segiin Boyd

Nueva nomenclatura Nomenclatura anterior

B. dysenteriae Flexner I Andrewes & Inman V

B. dysenteriae Flexner 11 Andrewes & Inman W
B. dysenteriae Flexner I11 Andrewes & Inman Z
B..dysenteriae Flexner IV Tipo 103

B. dysenteriae Flexner V TipoP 119

B. dysenteriae Flexner VI Grupo 88-Newcastle-Manchester

b. dysenteriae Boyd 1 Tipo 170
B.-dysenteriae Boyd IT Tipo P 288
B. dysenteriae Boyd IIT Tipo D1

El tipo racial 103 se diferencia de las otras razas en que su antigeno
grupal se puede observar, aunque ‘“‘algo oscurecido,” en las: cepas
aisladas recientemente, pues el microorganismo apenas da serogluti-

naciones cruzadas con sueros de otros miembros de este grupo. El

P 119, al igual que el 103, produce ciertas variantes, en las que no
existe el antigeno tipoespecifico, pero en cambio, posee antigeno
grupal en abundancia. Crey6 Boyd que esta raza existia en el
Lejano Oriente y en el Sur de Africa, pero hasta ahora no se la ha
_ encontrado en Europa. ;
. Relaciones - antigénicas, segiin Wheeler. Las observaciones de
Wheeler® concidieron, en general, con las de Boyd, aunque con leves
diferencias referentes principalmente a la distribucién de los com-
ponentes grupales entre los tipos. Wheeler, de acuerdo con lo
demostrado por Boyd, acepté que pudiera existir una pérdida del
antigeno tipoespecifico como resultado de la variacion, y traté
entonces de conservar la forma lisa en sus cultivos, guidndose por
las propiedades culturales de sus cepas.
Los resultados obtenidos en las pruebas realizadas con trescientas
‘cepas de Sk. paradysenteriae, coincidieron, con leves excepciones, con
los estudios realizados por él mismo de los cultivos patrones. Esto

mg. K. M., Wheeler, Antigenic relationships of Shigella paradysenteriae. J.Jmmunol., 48:87-
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icar que en las cepas estudiadas por Wheeler no habia
’k_utacién alguna; es decir: no existian en sus cultivos
caracteristicos de “cepas rugosas.” e
patrones utilizadas por Wheeler procedian de distinto
andard Laboratories, U. S. Public Health Sercice, Departa-
nidad de la provincia de Quebec, Instituto de Higi'ex'le. de
o, etc. Obtuvo también, procedentes de distintos sitios,
de los cultivos primitivos de Boyd y Flexner, y algunas
eron aisladas en el Bureau of Laboratories del Depart'amento
‘Piiblica de Connecticut. Las reacciones bioquimicas del
izado como patrén fueron las caracteristicas de los bacilos
o0s. Todas las razas produjeron indol, excepto el tipo 88;
rmentaron la dextrosa y la manita. Alguna acidificaron
la sucrosa. :
‘demostrar ficilmente por los métodos de observacién, la
idad antigénica en todos los tipos, excepto en el X e Y
extfdjo por absorcién el anticuerpo grupal, la potencia
lutininas residuales en el antisuero X apenas podia com-
i 1a, de los anticuerpos especificos existentes en los antisue-
¥ {En el antisuero de Y fué imposible determinar.la
de aglutininas en titulacién suficiente, después de verifi-
cién con cultivos de otros tipos. 7
as cepas del mismo, tipo y de la misma composicién an-

comprobado cuando trat6 la cepa del tipo Z con el ant-i—
bido del tipo X. Observ6 asimismo cierta discrepa:ncm
ados de las pruebas directas de aglutinacién, absorcion e
n. Segtn Wheeler, esto pudiera explicarse por la localiza-
cial o profunda del antigeno” o por una ‘‘variacién
el mismo en las distintas cepas.

1 con la de Boyd, insertamos a continuacién los resulta-
esentan estos dos investigadores. 5 )
‘lafidad de la configuracién antigénica es evid&e. El
compuesto por elementos existentes en varios tipos,
también por fracciones antigénicas ‘que poseen una es-
recisa en un pequefio nimero de tipos.
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| : Cuapro 4 smpleja, cuya especii.icidad antigénica dependﬁ?dlifiislil:
Clasificacién de bacilos disentéricos .(Flexner), segin Este pohsacarld_o libre pud(’) extraerse por I e :
' diferentes investigadores bacilos disentéricos que habian sufrido mutaczg y se
¢ » i i i mas

Weil et al. Andrewes e Inman Boyd “forma rugosa’’ no conte’l’lian dlCh.O .antlgeno . e
Tipo Tipo Tipo do, el “antigéne complet” de Boivin CODtean en su
T sci i itrogenadas que

I \ Flexner I lipido, 4cidos grasos y sustan’c1as m’
= i P Romer ] 0 llegb a identificar. Estos antigenos integros fueron
gfI Z Eexner R?I (103) s microorganismos de Shiga, en los de Flexner y en los
exner 3 {

Vv Flexner V (P119) s . : R
S Flexner VI (88) Partridge!? confirmaron los hallazgos ’de Boivin, y
3%1 Y nuevos experimentos que aportaron mas datos a ‘los
IXH ’ Boyd I (170) sobre este asunto. Trabajando con .bacﬂo.s fie Shiga
X Boyd IT (P288) tos investigadores que el Cf)mp}’e]o aI{tlgemco co-
a Boyd III (D1) existente en las “formas lisas, consistia de tres
)}gh ; i goyg 1'1?1133 principales: un polisacérido, un fosfolip{d_o’ y una
XIv ng’,d P274 pudiendo también entrar en su composicién otros
I-111 VZ menor categoria. Lograron aislar estos %nvestlgado.res
giVII\; i ‘-0[. qne gobierna la especificidad serologica del l()iacﬂo,
< BRI R s 2 i ieron

~VIL xistia en las “variantes rugosas,” aunque sl pudi
1 V-VII dad considerable una proteina simple. Sanile
A ir.”? di artridge, " al

; , pues, concebir,” dicen Morf:gan X ‘

asi: el .antigeno primario est4 localizado en la superficie del micro- eriano, tal como’ aparece en la célula 1nt.acta, no-como
organismo, donde aquél puede reaccionar frente a su anticuerpo, ; Quiinico tinico de composicién rigida, sino consistente
ocluyendo de esta suerte al antigeno secundario y evitando que se i6n molécular 14bil, que posee un componente esen-
ponga en contacto con su anticuerpo correspondiente. Existe tam- por ejemplo, un polisacarido de estructura quimica

~ bién la posibilidad de que el antigeno secundario esté ‘oculto dentro
de una molécula de gran complejida perteneciente al antigeno so-
mético, en cuyo caso, mas bien que una organizacién de la superficie
bacteriana, se trataria aqui de una estructuracién intramolecular.
Por tltimo, de los experimentos de inmunizacién pasiva en embriones
de pollos, realizados por Weil y sus colaboradores, se dedujo que la
inmunizacién protectora dependia principalmente del antigeno
primario.

Importancia de la fraccién polisacdrida en la especificidad an-
tigénica. La especificidad antigénica de los bacilos disentéricos
depende de la fraceién polisacarida. Boivin y sus colaboradores!!
obtuvieron los antigenos somaticos que aparecian en forma de una

omposicién fija, y del cual Gnicamente depende la
inmunolégica de dicho antigeno, y otros elem.ento.s quS
d omponente esencial sus propiedades antigénicas.

‘est4 inalterado, puede, no obstante, tener su pO(.i’er
e eaccién in vitro frente a su antisuero. La fraccion

que depende su poder antigénico. Sl 4
a tifoidea ‘O’ ! se obtuve una proteina “‘conjugada

. 11. A, Boivinand L. Mesrobeaunu, Recherches sur les toxines de bacilles dysenteriques. Sur
les principes toxiques du bacille de Flexner. Compt.rend.Soc.de Biol., 124:1078-1081, 1937.

L. Mesrobeaunu and G. Calalb, Sur Pantigéne somatique: glucidolipidique des bacilles
dysenteriques. Propriété chimique. Compt.rend.Soc.de Biol., 122:496-497, 1936.

G. Calalb and L. Mesrobeaunu, Sur I'antigéne somatique glucidolipique des bacilles
dysenteriques. Propriété toxique et specifique. Compt.rend.Soc.de Biol., 122:497-499, 1936,

M. Partridge, Studies in immunochemistry. IV. The fractiona-
mb.t,erial isolated from bacteriae dysenteriae (Shiga). Biochem.J.,

and S; M. Partridge, An examination of the 0 antigenic complex of
ath,, 23:151-165, 1942.
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proteina compuesta del bacilo tifoso para formar un complejo
antigénico capaz de producir en los animales un antisuero especifico
para el polisacarido. Y viceversa: usando el polisacarido tifoso, en
vez del disentérico, con la proteina del microorganismo disentérico,

~ se obtendria un antisuero especfico para el hidrato de carbono del
bacilo de Eberth. Kurauchi'* obtuvo polisacéridos especificos de
bacilos de Flexner y de Sonne. Estas sustancias han sido utilizadas
para diagnosticar las infecciones disentéricas® y para determinar los
tipos del Sh. paradysenteriae. ;

Con distintos métodos de extraccién, Goebel, Binkley y-Perlman!’
han preparado antigenos correspondientes a varios tipos de los
bacilos de Flexner, habiendo podide observar que los antigenos
especificos de estas bacterias quedan comprendidos en ese grupo de
complejas sustancias organicas denominadas proteinas lipocarbo-
hidratadas. Con ninguno de los procedimientos utilizados se logré
evitar que la sustancia antigénica no sufriese alteracion quimica.
De cualquiera de los tipos de donde procediese el polisacéarido, nunca
contenia proteinas ni sustancias fosfolipidas, pero siempre resulto
ser el hapteno polisacdr'do del complejo antigénico. Estos poli-
sacéridos se diferenciaban unos de otros en la rotacion caracteristica
y_en su contenido de nitrégeno, pero como no contenian protefnas
ni derrivados proteicos, se consider6 su constituyente nitrogenado
como una aminohexosa. Todos los polisaciridos produjeron azticares
reductores como resultado de la hidrélisis 4cida.

El hapteno especifico del tipo ¥V contenia 2.06 por ciento de
nitrogeno; el del tipo W, 8.10 y el del tipo Z, 8.37 por ciento.

Nosotros hemos logrado preparar en el laboratorio un polisacarido
puro, en forma sélida, verificando su extraccién por la formamida,®y

‘utilizdndolo en estos estudios del género Shigella. Hicimos crecer
grandes cartidades de bacilos disentéricos y procedimos a extraer el

. polisacarido en la forma indicada. La cantidad‘de reactivos utiliza-

dos estaba en proporcién a la cantidad de bacterias obtenidas en
cada cultivo. El polisacarido extraido se disolvia en agua destilada

14. Kurauchi (Report of K. Ando), A simple method of obtaining soluble specific sub-
stances from various bacteriae. J Jmmunol., 17:555-557, 1929.

15. N. M. Spasky and L. A. Dannenfeldt, Experimental preparation of specific poly-
saccharides of dysenteric bacteria. Bull.Biol.et Med.Exp., U.S.S.R., 7:202-205, 1939.

16. L. M. Gonzilez and P. Morales-Otero, A rapid method for the determination of the
races of Shigella dysenteriae Flexner. Proc.Soc.Exper.Biol.and Med., 51:94-95, 1942. /

17. F. W. Goebel, F. Binkley, and E. Perlman, Studies on the Flexner group of dysenteric
bacilli.. I The specific antigens of Shigella paradysenteriae (Flexner). J. Exp.Med., 81:315-
330, 1945. R )

18. L. M. Gonzalez and P. Morales-Otero, op. cit.; Antigenic and biochemical studies of Sk.
paradysenteriaeisolated in Puerto Rico. J.Immunol., 50:373-376,1944. :
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lizado con carbonato sédico, se le dializaba en agua

4 horas, a través de membrana de celulosa (Vis-King-
YOS

b ioabamos entonces la soluciéon del hidrato de carbono

a'través de un filtro de cristal poroso para separar

to obtenido resulto ser una sustancia blanca, de aspecto
sy soluble en agua, que poseia propiedades antigénicas
glogas a las del extracto formamidico que aparece

seipitacion, floculacién, - fijacién de complemento, con
ntes antisueros de bacilos disentéricos. Esta sus-

do extraido de una cepa del tipo II (W) di6 4.44
not :

h sus colaboradores extrajeron su hapteno tipo-
. e‘d o del glicol y, nosotros, el polisacérido por m(?dio de
1 :bos‘productos, a nuestro parecer, son semejantes.

rse que un estudio de las reacciones serolégicas reci-
tigenos especificos purificados de los bacilos Flex.ner
r o menos, aclarar en cierto modo la confusion que existe
specto_ al mosaico antigénico formado por el grupo

CUNDARIOS ‘'DE .Sh. paradysenteriae EN LA _
GRE DEL CONEJO, EVALUADA POR PRUE-

atiltiples antigenos dentro de la célula bacteriana
ceptada universalmente. Durham? aplicé el vocablo
describir esta combinacion de facto@“antlgénlcos,

rvaron cuatro componentes antigénicos distintos.
es predominaba sobre los otros en cada tipo bacteriano
caracter especifico a la raza, mientra que los otros’

1 ties{,ro:reco.nocimiento al Dr. Conrado F. Asenjo, del 'Depafi:a-
- Escuela de Medicina Tropical, quien realizo los analisis quimicos

’
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“tres existian en la misma célula, aunque en ‘menor "proporcir’)n.

Boyd,?? al revisar la clasificacién, y composicién antigénica del

género Shzgella formul6 una nueva hipétesis. Un factor antigénico

predominaba, efectivamente, en cada raza, pero, segin Boyd, la

_interrelacioén de los diferentes tipos se debia a un antigeno complejo,

comtn a todo el grupo. Ultimamente, Weil2? y Wheeler?* idearon
una nueva conﬁguracién antigénica, fund4ndose en que debia. existir

. un lantigeno primario y varios otros componentes, en ca,da tipo

bacteriano de este grupo.

. Fundamentalmente, pues, todas las hipétesis anteriores conéuer-

dan en que existe un factor antigénico primario predominante y otros

' componentes secundarios en menos cantidad.

. La introduccién de la célula bacteriana dentro de un organismo

: ammal normal actuari como un antigeno y estimular4 la produccién

de 'anticuerpos. Como la célula bacteriana contiene en si varios
componentes antigénicos, provocara la formacién de un namero

. correspondiente de anticuerpos distintos. Con objeto de observar la

formacioén gradual de los anticuerpos correspondientes a los respecti-
VoS componentes antigénicos primarios y secundarios emprendunos,
en el conejo, los experimentos que pasamos a deseribir.

A dos conejos normales se les administré una serie de inyecciones
de una vacuna preparada de un cultivo de Sh. paradysenteriae tipo I.
La aparicion, en la sangre de estos animales vacunados, de los anti-

cuerpos corresponaient‘es a los componentes primarios y secundarios

se determiné’ por varias pruebas serolégicas: aglutinacién, fijacién de

~ complemento, precipitacién y floculacién. A intervalos regulares
- procedidse a tomar muestras de sangre a los animales y, utilizando

las pruebas arriba indicadas, se investigé el momento de la aparicién
de los anticuerpos homélogos y heterdlogos.

163-143 W

. Material utilizado. Las tres cepas representativas de los tipos para-
dlsentencos utilizadas en estos experimentos nos fueron enviadas

: por ‘el Dr. A. J. Weil, de los Laboratorios Lederle, en Pearl River

(New York). Los cultivos tenfan los ntimeros 67-104 V, tipo I,
tipo Il y 63-143 Z, tipo III. Preparamos una vacuna
formolizada con el cultivo del tipo I para inmunizar al conejo,
procediendo de la manera siguiente: de un cultivo de 24 horas de
este microorganismo, en agar-triptosa (Difco) preparidbamos una
suspensién en solucion salina estéril, que dilujamos hasta el grado 8

22, J S K. Boyd, op. cit.
‘23, A.J. Well, op. cit
2. K. M. Wheeler, op. cit. L2

ruebas de fijacion del complemento, precipitacién y
) g‘dimos cOnforme ala f(’)rmula ya descrita en una

n. Toméronse dos cone]os, "de 2.5 kg. de peso
,*y se les inyect6 por via intravenosa la suspensién

284

“d dé Sh. pamdysenteriae, Tipo I, qile acabamos de

la ‘{en la prueba de precipitacion.” A diferentes
o durante la experimentacién, se sangré a los
; adro 5) v se separo el suero del codgulo, afiadién-

de muestras

Cantidad

: o de vacuna
Fecha wnoculada
¢ ; (em cc.)
. Mayo 20, 1946 . i |
1l&a,yo 21, 1946 0.1
-~ Mayo 22, 1946 . 0.2
. Mayo 23,1946 :
Mayo 27, 1946 0.2
Mayo 28, 1946 0.4
Mayo 29, 1946 e
~ Mayo'31,1946

Junio 3, 1946 - 0.6
Junio 4, 1946 08

Junio. 5, 1946 1.0

- Junio 6, 1946 : ‘
Junio 10, 1946 &
Junio 13; 1946
Junio 17, 1946’
: Junio 19, 1946,
ies se ejecutaban en el mismo dia, las muestras se tomaban mor
ccién de la vacuna. 7,




 agar-triptosa inclinado, de 24 is. (Difon ronse las bacterias
 del cultivo con solucién saling estéril y de centrifugada se
“descarté el liquido sobrenadante, Con el sedimento bacteriano se
preparé la suspensién saling estéril para hacer la concentracién
correspondiente al Ntim. 2 de 13, escala del nefelémetro McFarland.

Preparéronse los antigenos de los miérddrgéhiéﬁyos‘ tipos I, IT y III

¥, simultaneamente, se procedi6 a ejecutar las pruebas de aglutinq-
rreaccién con las muestras de sangre tomadas a los conejos, a distin-
tos intervalos de tiempo, durante el perfodo de iﬁmunizaci‘c’m. Los
tubos que contenian las diluciones séricas y los’ ahfigenOs,;Se dejaron
incubar en bafio de Maria a 37° C., durante una hora, al cabo de la
cual se les ponia en la refrigeradora, hasta la maiiana siguiente, en
que se hicieron las lecturas. ,» S ‘

. Enel cuadro 6 aparecen las titulaciones de las distintas muestras

de suero correspondientes a los antigenos homélogos y heterélogos.

\ Cuabro 6 ‘ "
, SR : * Aglutinacién :
O e Mouestras de sangre ; ;
i ntigeno
J : il ’ Dl 4 5 6 7 8 ’ 9 10
Tipo I_(V) ' 100 | 100 {12,800 12,800 | 6,400 3,200 | 6,400 |- 6,400 6,400 | 6,400
.. 808 Tipo II (W) 0 0 800 | 1,600 | 1,600 1,600 | 3,200 1,600 | 1,600 | 800
Tipo III (Z) ] 0 0 { 1,600 1,600 800 800 | 1,600 800 800 | 800

TipoI(V) 100 | 100 12,800 [12,800 12,800 |12,800 | 6,40012,800 12,800 | 6,400
818 __Tip_ovII'(W)" 50 | 100 | 1,600 | 6,400 3,200 | 3,200 | 1,600 | 1,600

1,600 | 1,600

s Tipo I11 (Z) 0 0 | 1,600 | 1,600 3,200 1,600 800 1,600, 1,600’1,600

Prueba de precipitacién. En las pruebas de precipitacién se utili-
Zaron como antigenos los extractos polisacéridos obtenidos de los
cultivos de Sk. paradysenteriae tipos I, IT y III. La técnica seguida
en las pruebas de precipitacién con los sueros de los dos animales de
_experimentacién, fué descrita por nosotros en un trabajo anterior.?
- Los resultados de este experimento aparecen en el cuadro 7.
- Prueba de fijacién del complemento. Los antigenos utilizados en
esta prueba fueron extractos polisacéridos de Sk. paradysenteriae,
tipo I, IT y ITI. Para poder reunir suficiente cantidad de esta sustan-
‘eia polisacrida ¥ preparar las soluciones concentradas de los an--

tigenos, los cultivos se hicieron en agar-triptosa (Difco), en frascos

© 27, Ibid,
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Cuabpro 7

’ Precipitacién
Muestras de sangre

Antigeno e O Bk B B G e T
0|0 | F |+ |+ A+ +]+

0 é 000|000 0 0|00

0o oo f+lotololo]o

0 [0 [+ |+ |+ |+ |+|+]|+]|+

0 lo0 0 4+ 1+ |0 0 0 0 0

P R e e B B

;c‘ "Co\'para'cada cepa. Extrajéronse entonces las'bactef"ias
vo con solucién salina, separdndolas por centrlfugac.lon.
" aniamos de una mayor cantidad de mater.ial bacteriano
ro trabajo, hubo que aumentar proporcmnaln}(,ante -la
fbriﬁamida, alcohol 4cido y acetona: proporcién filez
que la 6rdinariamente usada en la clasificacién de los ’}apos
silos disentéricos. El precipitado final obtenido después de
2 cetona, se disolvié en 3 ml. de solucién salina. Esta
wﬁgénicd se neutralizé con soluci("m' decinormal de sosa
aitilizando ecomo indicador externo rojo de fenol por el
lé,"pla,ncha.'de, porcelana de platillos seriados: I,Ja -dos1s de
jue habia de usarse en cada prueba, se determmq titulando
de complemento en el antisuero de un conejo d.e’l que
e producia una fuerte precipitacién con la solucu?n_ fi’el
o antigénico correspondiente. En la prueba de.ﬁ]ac.lon
emento se procedi6 como sigue: mezclaronse varias d‘ﬂu— :
o de conejo inactivado con dosis de &tigeno y comp!e-

edentes del cobayo, que habfan sido determinadas previa-

or titulacién, y se dejé la mezcla en la refrigerado.ra (temp.
durante cuatrq horas para que se verificase la fijacién. Se le
m entonces las células de carnero ya sensibilizadas, y la
pixéo. a incubar en bafio de Maria durante de 15 minutos, a

tr 1o cual se centrifugé y se anotaron los resultados. En log
8b aparecen los datos correspondientes a-estas pruebas.
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Cuapro 8a

Fijacién de complemento; Conejo 308

- RBtuidios del gé@fb ‘Shigeila
4 Cmmno 8b. :

5 szamén de complemento Conejo 313

Muestras de sangre

5:pre -ty

Sec l oo ook
ol deolicooo | 1

i
&
§
g
s
o
¥
%
| 5
i
5
o

Iels o aelie & Muestras de sangre
Cc’;zntzdad - Antigeno . ,
a8 i o R T U Tl A 4 o o e A
Tipol(Vr to b1 lelol sl alstlalsba
~0.05cc. . | Tipo IT (W) 0|0 0 0 3 0 1 1 00
' Tipelll(Z) | 0|0 |1 |1 |41 |1]|1]1 0
TlpOI(V) ol B RN BT W B T e s
0.02cc. |TipolI(W) | 0|0 |0 /|0 |11]0]0 0j,0/]0O0
. . |Tipo I (Z) 010 152 | 1+ ; ;
R A o o YRR A W 0 TR B e
“deuna  [TipoIL(W) (0|0 |0 /0|00 ]o0olololo
. dilucién | TipoXII(Z) '0 |0 [0 |0 |10 |0|{0]o0/]o
a4 :
£0.02mil. [TipoI(V) |0 | 0|38 |4 |4|4lalalalas
deéuna | TipoII(W) {0 [0 |lo|o{o|lo|lo|lo]|o]o.
~dilucién | TipoIII(Z) |0 o {00 o |o0o]lo]|o]lo]o
Q a / ?
- 0.02mil. | Tipo I'(V) 0 2 3 4 4 4
~~deuna | Tipo II (W)
. dilucién | Tipo III (Z)
alg :
0.02 mil. {TipoI (V) 0|0 |0 /4|4 /|4
deuna | Tipo II (W)
. dilucién | Tipo III (Z)
la% ‘
~ 0.02mil. | TipoT (V) 000 |1]0]|¢
. deuna - | Tipo I (W)
dilucién | Tipo ITI (Z)
calg

“Para esta prueba se prepararon las solu-
la misma forma descrita para la de fijacién de
:ocedlé de acuerdo con la técnica que apareceré
ante en este articulo (parte V).,

un tubo de Wassermann se ponian 0.02 ml. de una
al uno por ciento en alcohol absoluto y se le
un ml. de solucién suficientemente concentrada
é.rldo, agztando vlgorosamente la mezcla durante
una de la cavidades de la’ platma especla.l de

se ponfan 0.05 ml. del suero de conejo que se




68 Estudios del género Shigella

 trataba de investigar, afiadiendo una gota de la emulsién del antigeno

en colesterol (aprox. 0.008 cc.). Poniase la platina en la miquina de -

rotacién durante’cuatro minutos, al cabo de los cuales se lefan los
, resultados bajo el microscopio, interpretando las reacciones positivas
de acuerdo con las normas establecidas en la parte V de este articulo.
Los datos correspondientes aparecen en el cuadro 9.

Cuabro 9
Floculacion
Muestras de éangre
Conejo Antigeno
' foirZaiog g higul gu Doyt b BT 48
Tipo I (V) 0] 0 4 | 4 | 4| 4| 4| 4|4
808 {TipolI(W) |0 |0 |0|1|82f{s|2]|1}1
TipoIII'Z), |0 ]lo|olol1|0|o]loe|e]|o
Tipo I (V) T R DA e
813 |TippHH(W) | 0|0 |2 |38 |4 |3 |2|1|0]0
TipoIII(Z) (0|0 0|2 |1]1]0]0]0]0O

\

\

Comentarios. Los datos demostraron que, al inyectar en un conejo
“normal células bacterianas del grupo Shigel’a, se producen anticuer-
- 'pos correspondientes a los antigenos primarios y secundarios. Los
. anticuerpos de los componentes antigénicos primarios siempre ‘apare-
- clan en el suero en titulaciones mas elevadas que los de los antigenos

_secundarios, lo cual parece indicar que aquellos componentes existen
en la estructura antigénica celular en mayores cantidades que los
segundos, o quizas los antigenos primarios tenian una estructura
maés apta para estimular la producciéon de inmunocuerpos.

Segiin la terminologia usual, a las aglutininas, precipitinas,
opsoninas y anticuerpos fijadores de las alexinas, etc. se les denomina
- inmunocuerpos; pero la hipétesis unitaria, casi universalmente

aceptada hoy dia, no reconoce més que una sola clase de anticuerpos.

Dean” logr6 demostrar la identidad de los anticuerpos precipitantes
¥ los fijadores de las alexinas. Heidelberger y Kabat® han asegurado

que aglutininas y precipitinas son una misma cosa, y que la aglutina-’

28. H. R. Dean, The relation between the fixation of complement and the fgrmat.lon of a
. precipitate. Roy.Soc.Med. (Path., Sec. T), 5:62-103,1911.

29. H. Heidelberger and E. A. Kabat, Chemical studies in bacterial agghxtmatlon, Proc. '

Soc. Exper.onl.and Med 31:595-598, 1934.

b R R e e > e e

. }a,g‘ bacterlas puede ser con51derada como una precipitino-
6n que tiene lugar en la superficie de las células bacterianas.

utlmna y una, prempltma fuera,n el mlsmo antlcuerpo, y

;los tres elementos constltulrlan una sola y Gnica entidad, y

ncia de actxv1dad funcxonal no dependerla de la naturaleza

: ‘eciproca antlgeno-antlcuerpo tuvo lugar.
oncepcién de las reacciones séricas no descarta el hecho de

os multlples provoquen la formacién de una multlphcldad

de la superficie celular queda expuesta a la accién de los
Toda la comphcada agrupacion quimica del llamado

uando provocaron la formacién de éstos en el cuerpo del
1 el supuesto de que no hayan sufrido aquellos alteracién
o urante la formaclon delos antlcuerpos) Si fuera.mos

rido »formaba parte del “antigeno COmpleto, pero su
‘ 108 antlcuerpos no podré. ser tan perfecta como

ﬁgeno usado por nosotros en estas pruebas es una
d wd del mosarco antlgémco de los bacilos shigel6si-
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proporcién inferior a la fraccién polisacarida de los componentes
¥y pi-ima;riOS ¥, por consecuencia, en cantidades minimas. e
- La aglutinorreaccién en este experimento revel6 un alza sabita de
~ las aglutininas correspondientes a los tres’ antigenos, después de
~_siete dias de haber administrado la primera-dosis de la vacuna. En
- todos los. casos, las titulaciones de los sueros correspondientes al
4 ?,s',nt'i'geno' primario (tipo I), fueron notablemente:mas elevadas, y

- menores las correspondientes a los factores secundarios (tipo. II y

- HI). Descendi6 levemente la titulacién sérica correspondiente a
.~ todod los antigenos en las tltimas muestras de sangre, tomadas a
. los ocho dias, aproximadamente, después de inyectada la tltima
- dosis de vacuna. : ' 903 Y :

" La precipitinorreaccién comenzé a ser fuertemente positiva para

. el' antigeno primario siete dias después de la primera inoculacién y

-asf continué durante todo el periodo experimental. Las precipitinas

' correspondientes a los componentes secundarios s6lo se pudieron

‘demostrar en las muestras de sangre ntimeros 4 y 5 de un conejo
~ (318) y,-para el antigeno III, tinicamente en la quinta muestra de
~ otro animal (308). La precipitinorreaccién positiva, en las muestras
- ntimeros 4 y 5 del conejo 313, coincidié con la titulacién m4s elevada
“de aglutininas observada por medio de 14 aglutinorreaccién. : :
. Segin demuestra la prueba de fijacion de complemento, los anti-

cuerpos correspondientes a los factores antigénicos ' primarios se
- pudieron determinar a‘~parti1j de la tercera muestra heméatica y su
. nivel permanecié aproximadamente siempre el mismo durante todo
" el ‘experimento. Los anticuerpos fijadores de complemento co-

rrespondientes a los componentes antigénicos secundarios apare-
_cieron en las muestras heméticas obtenidas entre el déeimo y déci-
- moquinto dias después que se administré la primera dosis. inmuni-

“zante; pero las reacciones entonces fueron algo débiles, lo cual in-
 dicaba la baja titulacién de los anticuerpos. J

La prueba de floculacién confirmé lo observado ‘en las otras
reacciones serolédgicas. Los anticuerpos correspondientes al antigeno

' primario aparecieron desde la tercera muestra de sangre, siempre en

titulacién elevada, y asi continuaron durante el resto del periodo de

experimentacion. Ambés componentes’ secundarios reaccionaron

‘evidentemente ante el suero, ‘comenzando la’ reaccién a eso. del

décimo dia de iniciada la inoculacién, disminuyendo después o

desapareciendo en las dos Gltimas muestras hemiticas. AT

De los' datos que aqui presentamos, se deduce que la’ aglutino- -

rreaccién parece ser més sensible para evaluar leves cantidades de

anticuerpos, que las pruebas de precipitacién, fijacion de comple-

\
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fAoculacién. Dadas las ébxidiéio’nes- en que se veriﬁcaro‘n
imentos, las titulaciones de los anticuerpos tendrian que
+o nivel antes de que pudiera ser demostrada su presen-
i _&e las tltimas tres pruebas que hemos mencionado. A
uestfas observaciones, antes de que pueda demost.rz%rse
)’a, e inmunocuerpos por mediq de las pruebas de prec1P1t:1-
acién de complemento o floculacion, debe -establecerse c1e11' o
Este umbral parece haberse traspasado cuando las aglu-
i té ‘aleanzaban un valor apréximado de 3,000. _
ulo de Doak, Halbert, Smolens y Mudd,® al comparar
e los conejos y ratoncillos ante L:i, vacunacién con .;Shi
steriae, aseguran que, en un conejo mmun’lzado cont’ra e
os valores de las aglutininas frente al antigeno homélogo
) n a 32,000, mientras que los mismos_ .valores para el an-
'I ‘{éipo JII sélo llegaron a 2,000. Utlhzan’do un 'e)_(tra'cjso
% purificado, observaron que se produm'a. prpclpltai%((;n
\tigeno homélogo, pero no frente al he'terologo. Repeti 0
ento con uha vacuna de bacilos. del. tipo III, se .o’bservo
qh"‘ el mivel de las aglutininas para el tipo I1 ascenqlo l}a-s(’;a
‘ produjo. precipitacién con el extracto polisacéarido
 de Shigella.
; ;;:l'se’:gcién di6 mejor resultado cuando tratamos de
r ’éantiﬂédes' pequerias de inmunoFuerpf)s en la’san_gre.
mente, ademés de la fraccién polisacarida, hsimjbla otros
ni es antigénicos que tomaban parte en la reaccion y con-
. hacer la prueba méas sensible, aunque con frecuencia
eacci nes cruzadas ‘con los ‘antigenos grugales. ’La causa
émeno de aglutinacion se debia a la accién reciproca de
a;iﬁgenoé, ~primario y secundario; sobre sus respectivos
‘:’1 isueros obtenidos en conejos, con m-icroorgamsmos ’del
1i ntérico, los inmunocuerpos correspondientes a los antige-
imarios aparecian generalmente en cantidades Ir}fxcho mayores
correspondientes a los antigenos secux}darlos. Como ((ies
ri0 que -exista cierta concentraciéon de ant.lcu.g’rpos antes 1e
reda ﬁbar_ecér_ la precipitinorreaccién, l.a fijacién de compl e-
floculacion, gracias a ésta diferencia de yalox:es entre los
erpos correspondientes a los antigenos primarios y secun-
s pudimos hacer uso en estos casos de un antisuero sin absorber.
 sin absorber actub selectivamente sqbre‘el‘antigeno-y se
6 como si fuera un a.nﬁsue_'rdip()'nmrg.l'entef ; y

3
PALY

? g I R S % ST et
8. P. Halbeft, J. Smolens, and S. Mudd, A comparison of 1_-abb;t ",1 N :
s?{afalzymm JTmmunol,52:118-120,1946,
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En la determinacién del tipo en los cultivos de mlcroorgamsmos
del grupo Shigella—sobre todo, cuando se trataba de clasificarlos de
acuerdo con sus antigenos primarios, segiin recomiendan Weil®! y sus
colaboradores—nosotros creemos que la precipitinorreaccién ofrece
la ventaja de que los antisueros que han de utilizarse no necesitan
estar absorbidos. Ademés, la prueba puede ejecutarse rédpidamente
¥ Do se requiere gran experiencia para interpretarla.

Resumen. A partir de la inyeccién parenteral a un conejo, de una
vacuna preparada con un cultivo de Sh. paradysenteriae, produ-
jéronse anticuerpos correspondientes a componentes antigénicos
primarios y secundarios de la célula bacteriana. Los i inmunocuerpos
correspondientes a la fraccion antigénica primaria, siempre apare-
cieron en mayor cantidad que los correspondientes a los segundos
factores. Al sétimo dia de haber inyectado por primera vez la vacuna
prodiijose un alza stibita de la cantidad de anticuerpos correspondien-
tes a todos los componentes.

Qued6 demostrado que la aglutinorreaccién es la mejor prueba
serolégica péra apreciar pequefias cantidades de anticuerpos existen-
tes en el suero. Sin embargo, la cantidad de los inmunocuerpos debe
aleanzar cierto nivel antes de que pueda ésta apreciarce por medio de
las pruebas de floculacién, fijacién de complemento o precipitacién.

A juzgar por. los resultados obtenidos, la floculacién parece ser
maés sensible que las dos Gltimas pruebas mencionadas.

La precipitinorreaccion es la méas-conveniente para demostrar la
presencia de anticuerpos en los sueros cuando se trata de componen-
tes antigénicos primarios, pues para que esta reaccién se produzea se
requiere que los valores de los anticuerpos en el suero sean elevados—
lo cual no sucede con los inmunocuerpos secundarios—y, por con-
siguiente, es posible utilizar un suero no absorbido.

III. ESTUDIO DE LOS ANTIGENOS POR MEDIO DE PRUEBAS DE,
PRECIPITACION

La existencia de un antigeno primario, o predominante, que
caracteriza cada uno de los tipos bacterianos del género Shigella, es
cosa admitida por todos los investigadores,3? los cuales han ideado
diferentes esquemas para la clasificacion de este grupo de bacilos.
Este antigeno integro es, probablemente, el mismo complejo anti-
génico (“completo’) descrito por Boivin y Mesrobeaunu,®® con-

b

81. A.J. Weil, J. Black, and K. Farsetta, op. cit.

82. F. W. Andrewes and A. C. Inman'J S. K. Boyd K. M. Wheeler, A.J. Weil, J. Black,
and K., Farsetta, op. cit.

88. A.Boivinand L. Mesrobeaunu G Calalband L. Mesrobmunu op. cit.

oo Rk Yl
M e

o€ épeciﬁco
e II de este estudio aparecen los datos demostratlvos de
pltmorreaccmn es espec1almente aproplada para com-

"vntes a los antigenos primarios del Sk. paradysenteriae.
dlcha precipitacion pueda notarse, los anticuerpos deberén
una titulacién correspondiente, aprox1madamente, a
las aglutininas. En el antisuero del conejo, los inmunocuer-
ondiente al antigeno primario aparecieron en cantidades
iderables que los secundarios. En general, estos Gltimos
¢uerpos no pudieron descubrirse hasta tanto que su titulacién
el umbral necesario para que la prec1p1t1norreacc1on fuese
Este hecho ofrece la ventaja de que, si el antisuero ha sido
correctamente, puede utilizarse en la prueba, sin absorber
erpos secundarios, y se comporta igual que si fuese un
hioespecifico. Puede, por consigulente, utilizarse para

7 la existencia de los componentes antigénicos primarios en
entes razas de Shigellas. Se han empleado métodos diferentes
raer el componente polisacirido del complejo antigénico,
dea de tratar de aislar dicha fraccién y poderla utilizar como
no que sirviese para diagnésticar la disenteria bacilar, * asf
ién en la clasificacién de los diferentes tipos de micro-

.%* Con el procedimiento de la formamida utilizado por
(Gonzalez y Morales Otero) se logr6 preservar el hidrato de

' servadas, utlhzando la fraccién pohsacarlda especifica del
: Con ésta hemos tratado de descubrir las relaciones anti-
ue pudieran existir entre los diferentes miembros del grupo

), 1944, °

T.J. Morgan and S. M. Partridge, op. cit. (12)
Spassky and L. A. Dannenfeldt, op. cit.

' M ‘Gonzélez and P. Morales Otero, op. cit. (16 and 18); F. Draper, The precipitin,

ion, mdole, and methyl red: reection.s of the dysentery bacilli.- Med.J. Auntralm,
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boradores” eomprende todas las razas menclonadas por tades los
investigadores que se han ocupado de este problema, hemos ereido
conveniente continuar usédndola. No. obstante, para hacerla més

comprensiva, hemos incluido también, ademés del grupo Flexner, las
cepas Sh. dispar, Sh. alkalescens, Sh. sonnei, Sh. schmztzz, Sh. dy-

. senterige. (Véase cuadro 4, parteI.)

A

Las cepas shigelésicas con que hemos trabajado nos fueron en-
viadas por los Drs. J. A. Weil y K. M. Wheeler, y por The American
Type Culture Collection, utilizando ademéslas que teniamos en nuestros
laboratorios de la Escuela de Medicina Tropical, aisladas en Puerto
Rico. En el cuadro 10 aparecen las distintas cepas utlhzadas en
nuestros experlmentos

Cuabro 10
Cepas utilizadas

Cepa Tipo Origen

67-104-V I (Clasiﬁéacién de Weil) Dr. A. J. Weil
63—143—W II ¢ L3 €< (13 (13 (13

63_143_Z III 13 (13 €6 “‘ (3
66__1_1441 IV 1 (11 (3 <6 (13 (19
637—143'—119 V £¢ 4 X3 (13 3 (13
63—125'—125 VI (13 [ (13 (3 L
66_—1_411 fl VII " L (X3 (9 €€ (13 (13
o ”63—143—Y VIII’ € (13 (13 13 3
63_'143_170 ; IX (13 €¢ 13 ; €€ (13
“ 63—‘143—288 X (13 €6 €6 “» P (13
:’63_184_D1 XI €6 €6 € (3 14
...2363 (Col. :
- Boyd’sM 279) XII 5 by Dr. K. M. Wheeler
63-143-143  XIII - e 5 Dr A J Weil
. 63-143274 XIV o Vi v
‘-' ] ‘79_1 18_3090 I_III B £¢ ) (3 (19 € (3
2 %1_570 III_IV (13 £¢ (13 (13 (13
{ : \'63’_143_X V_VII ; .“ (13 (13 (13 (13
' 66-1-1268 . II-VII U R el
9339 ¢ Sh. alkalescens Am. Type Culture Collection
. M. Barr Sh. sonnei Esc. Med. Trop. S. J.
9755 Sh. dispar Am. Type Clﬂture Collection
7618 A Sh. schmitz Esc. Med. Trop. S.J.
B-5-7. . Sh. dysenteriae (Shiga) Dr.A. J. Weil

- Preparéronse vacunas formolizadas de cada uno de los cultivos de
los distintos tipos. Los antisueros correspondientes a cada una de

~ las cepas se obtuweron en cone]os De cada cepa, se obtuvo el ex-

87, A. 3. Weil, J, Black, and K. Farseita, op. il ' e
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dlco y se realizé la reaccién de prec1p1tac10n con suero
oterd! ogo Como los antisueros no estaban absorbldos,
al como se obtuvieron de la sangre de los conejos, La
es la misma descrita anteriormente.*
na . grafico que sigue, aparecen las reacciones de
correspondientes a los diferentes antigenos y antisueros.
los en trazo negro representan las reacciones de
ue se produjeron en los tubos, en forma de banda
dose fécﬂmente la preclpltacmn en la linea de contacto
y el antigeno.
o0s moteados representan la precipitacion opales-
linea de unién del antisuero y el antigeno. Las lecturas
e realizaron a_simple vista, sin ayuda de lupa. En
interpretacién de los resultados, ambos casos se con-
‘de precipitacion positiva. ) ‘
‘Todos los cultivos de tipos patrones produjeron anti-
se‘pl';;ec1p1taron con el extracto obtenido de cepas homélo-
squema). Los tipos VI, IX, X, X1, XIII, XIV, Sh.

h’ nnez, Sh. schmitzi, Sh. dispar y Sh dysenlemae

Sp ndléntes antlsueros y con los de los delLal V. ;
i ’orrea,ccmnes de las cepas representativas de los
que conteman dobles antigenos (véase esquema)
sipitacién con mas de un antisuero. El extracto
| tipo I-III precipitafon su propio antisuero asi
os de los tipos I, III y III-1V. La sustancia anti-
LIV precipit6 -su propio antisuero y los de los
,i pero no el del'IV. Ademas de su “antisuero ho-
eno preparado con las cepas representativas del
¢cipito los antisueros de los tipos II, III, V, VII y

: 1p6, que tenfa un antigeno doble, tipo V-VII, pro-
cién en algunos més antisueros que cualquiera de las
antigeno doble. Ademds de la precipitacion producida
propio, precipité los de los tipos siguientes: I, ITE IV,
I-VII. Al analizar la precipitacion de este tipo se
e poseia una conﬁguracxén antlgemca 1gua1 a la del tipo "

dP. Morales Otero, op. cit. (16 ehd"ls). a3
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izada por varios con objeto de diagnosticar® y clasificar
; e los organismos del grupo disentérico por medio de una
prec1p1tamon Aunque el constituyente polisacarido
por extraccwn con la formamida esté desnaturahzado,
xza.rse este constituyente del complejo antigénico integro
ficar y estudiar los bacilos shigelésicos por medio de la
n, la cual puede ejecutarse de manera bastante sencilla
ueba satlsfactorla

mente, a excepcién de los tipos VII y VIII, todos los
niembros del grupo Shzgella poseen antlgenos pohsacarldos

mkhcar que las dos cepas representatlvas que teniamos
torlo pertenecian al mlsmo tlpo. Produ]ose una leve

e 01110 para clasificar los mlcroorganlsmos del grupo
’3!*1 obtencmn del antisuero en el conejo se ejecuta co-
€, o necesita ser absorbida para eliminar los anticuerpos
ues la precipitacién solamente tiene lugar entre los
Pmmarlosy sus antigenos correspondientes.

ndo los tipos VII, VIII, I-II, II-VII y V-VII, todos los
gfuPo Shigella poseen un polisacarido de tipoespecifici-
nte que caracteriza cada tipo individual., El tipo VIH
fores  antigénicos también existentes en los tipos I, 11,

El tlpo VIII posee componentes antlgemcos que

V* tlenen elementos antlgemcos comunes con los tlpos
El tlpo XII y el Sh. sonmet poseen un componente

o.ndL A. Dannenfeldt op. cit.
Mez and P. Morales Otero, op, cit. (16 and 18); F. Draper, op. cil.
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IV. INVESTIGACION DE LOS ANT{GENOS POR PRUEBAS DE FIJACION DE
% COMPLEMENTO s

- ,Dean*' y Dean y Webb,*>—estos tltimos en el afio 1926—de-
mostraron la identidad esencial de las pruebas de precipitacién y
fijacién de complemento. Algo después, en 1928, Goldsworthy*?
confirmé dicha observacién y ademés llegé a la conclusién de que la
precipitinorreaccién y'la fijacién de complemento dependen ‘ambas
- de una sola reaccién reciproca antigeno-anticuerpo. Utilizando la
prueba de precipitacién hemos presentado en la Parte III de este

_articulo, un estudio de la estructura antigénica de los bacilos. del

grupo Shigella, tomando como base principalmente la predominancia
de los antigenos primarios. En la Parte II hemos demostrado la
estrecha relacion existente entre las pruebas de fijacién de comple-
mento y precipitacién, cuando se trata de comprobar los anticuerpos
formados en la sangre de conejos inmunizados con microorganismos
- del grupo Flexner. Como creemos suficientemente comprobada la
existencia de un elemento tinico—concepto unitario—, en las recipi-
tinas y en los inmunocuerpos fijadores del complemento, en esta
parte de nuestra investigacién hemos tratado de confirmar mediante
pruebas de fijaciéon de complemento, los observaciones anteriores
. respecto a la precipitinorreaccién. Hemos hecho uso en este caso del
mismo. antisuero de conejos, obtenido con los diferentes. tipos de
‘baeilos disentéricos y del mismo antigeno polisacéride extraido por
el procedimiento de la formamida, y con ellos hemos realizado las
- pruebas de fijacién de complemento. La manera de obtener el anti-
suero y el antigeno polisacarido fué también la misma. Para adaptar
los reactivos a los requirimientos de la prueba y obtener una con-
centracién adecuada del antigeno, procedimos de la manera sigui-
ente: sembramos cinco frascos (Blake) conteniendo medio de cultivo
de agar-triptosa (Difco), para cada tipo de los bacilos disentéricos.
Recolectdbamos por, centrifugacion los crecimientos bacterianos y
‘los" depositdbamos en tubos grandes (20 x 2.5 cm.), tras lo cual
procediamos ‘a preparar el extracto antigénico por médio de la for-
mamida (2 ml. de formamida durante 15 minutos a 150° C aproxi-
madamente), tratando después este extracto con’5 ml. de alcohol
‘4cido y centrifugando para separar los sélidos que se hubiesen for-
‘mado durante el calentamiento. Al liquido claro sobrenadante se le

41. H.R.Dean,op. cit: - !

42. H. R. Dean and R. A, Webb, The influence of optimal proportions of antigen and anti-,
body in the serum precipitation reaction. J.Path.and Bact., 29:473-492, 1926. :

48. N. E. Goldsworthy, Experiments upon the relationship of complement-fixation
precipitation, J.Path.and Bact., 31:220-235, 1028. : Fop e RS
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de acetona (q. p.) y el precipitado obtenido se d.isolvia
e solucién salina ‘estéril. Esta solucién ant:igémca asi
' }Q“neutralizaba con carbonato sbdico, sirviendo como
]"{ , fenol por el método de la plancha de porcelana.de
ados. El antigeno procedente de cada tipo.de shlgel.a
5 con sus correspondientes. antisueros para fijar }a .c’10s1s
én complementaria. La técnica seguida consistio en

diferentes diluciones de la solucién del antigeno que tenia-

a, de tal manera que pudiéramos utilizar un :jymplio
osis en las distintas titulaciones. Empezamos siempre
0.1 ml. de la solucién pura en stack y se diluia hasta

de una dilucién al 1 x 10,000. Empleamos dos canti-
s de antisuero homélogo: 0.05 y 0.02. En todas las
onés. tenfamos el suero de un conejo nomal que nos
gdﬂd experimento. La mezcla de antigeno, :fgmntlsuero
to de la sangre del cobayo se dejaba en la refrigeradora
| horas,, a una temperatura de 3°-a 6° C. para que se
iceién de fijacion; entonces se aﬁadia‘rla hemolisina -
mboceptor) y la suspension de hematies del carnero, y -
do incubando en‘baiio de Maria, durante 15 mmutos a
dias éni;pnées a centrifugar y anotar los resultados. .
_dosis antigénica se hizo conforme a los procedi-
#d, o sea, aquella “cantidad que produce una fuerte
en un suero de positividad eonocida (4 4 )% serd la
que se va}a usar en la prueba final; y una reaccién clara
‘ sﬁerd de negatividad conocida, sers el doble de la
sar4 en la prueba final.”4® :
bo 13 pruébade fijacion de complemento, titulabamos
etio obtenido de cada tipo shigelésico y la ensayéba-
su antigeno homélogo y a todos los otros antisueros
e los bacilos disentéricos. Para ello utilizdbamos dos
una de 0.05 ml. y, otra, de 0.02 ml. El g_rado de
tica se registraba como de 4 (100%), 8 (15%), 2
. Los resultados aparecen en cuadro 11.
“En el cuadro- anterior aparecen los antigenos co-
fo"d&slas cépas tipicas (representativas) en la.s. cua}e_s
ﬁ)acxén complementaria ‘en presencia de sus antisueros
a reaccién correspondiente al tipo XII no se llevo a

qué da.bqn una intensa precipitaéibn con sus dntigenos se les considerd de

and F. BM&. Approved Laboratory Technic, 4th ed. (New York:
B/ RDBBY, 1L A

i
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Cuabro 11
Pruebas de fijacion de complemenio
Antigenos
§
iy
S S o
LandiiEs
= 5 ~HepHBIxzE S ST &S
B B
~HEE-FEPHKrERRRIERS S8888
1|4 4
II 4 4 4
I 4 : 3 2 4 23
v 4 2 4 4
v 4 2 4
VI 4
VI v 4 =4 14 4
VIII|{3 4 2 2 ¢ 1 4 2
IX 4
i X 4
S XI : 4
X -
E XHI \ 4
2 X1V / 4
I-III |4 4 $-3
-1V 3 -8 4
II-VII 2 4 4 3 2 4 2
V-VII 4 4 4 3 ; 4 38
Sh. alkalescens : 55
Sh. sonner 4
Sh. dispar 4.
Sh. schmitzi 4
Sh. shiga 4

cabo porque el antisuero de que disponiamos contenia muy escasas
precipitinas, debido probablemente a la poca cantidad de polisaca-
rido obtenido del cultivo.

Los antigenos procedentes de los tipos VI, IX, X, XI, XHI, XIV,
y de los Sk. alkalescens, Sh. sonnei, Sh. dispar, Sh. schmitzi y Sh.
dysenteriae reaccionaron tinicamente frente a sus antisueros propios.

Ademis de fijar el complemento enfrente de sus antisueros homélo--

gos, los antigenos correspondientes a los cultivos de los tipos IIl y V
reaccionaron con el antisuero del tipo VII. El tipo I no reaccioné
ante ningtlin antisuero, excepto ante el suyo propio y ante el del cul-
tivo I-III que poseia antigeno doble. El antigeno polisacarido del

tipo IV reaccioné con los antisueros de los tipos VII y VIII, ademés

de con su homélogo. Los antigenos de los tipos VII y VIII fijaron el

on la mayoria de las veces con antisueros correspondientes
ectivos antigenos tipoespecificos que constituian sus com-
primarios. El tipo I-III reaccioné con los antisueros de los
11, VII y III-IV. El antigeno del tipo III-1V inhibié la
de los hematies del carnero en presencia de los antisueros
pondientes a los tipos ITII, VII, VIII y I-III, pero no con el
tipo IV. El antigeno del cultivo II-VII reaccion6 con los
e los tipos II, III, V y V-VII, y el antigeno de éste
2cioné con los antisueros III, IV, VII y II-VII. En gene-
: uirtados de las reacciones de fijacién de complemento de
as;polxsacarldos de los microorganismos del grupo Shigella
“ antisueros, fueron anilogos a los obtenidos anterior-
la precipitinorreaccién. Estos datos confirman ' nues-
_observaciones y una vez més son prueba evidente de
Teacciones seroldgicas constituyen una sola y tnica
ciproca anticuerpo-antigénica. En otra parte de este
os apuntado la gran semejanza existente entre la fija-
Plementarla y la precipitinorreaccién. Con los datos que
J amos ratlﬁcamos la ldentldad de ambos mecanismos.

Utilizando la fraccién polisacérida de los microorganis-
enecientes al genus Shigella como antigenos, y antisueros
dientes a estos bacilos después de obtenidos de la sangre del
ll vamos a cabo pruebas de fijacién de complemento para
r las observaciones hechas anteriormente con la precipitino-
Los antigenos correspondientes a los VI, IX, X, XI,
s> Sh. alkalescens, Sh. sonne, Sh. dispar, Sh. schmitz, y
eriae fijaron ﬁnicamente el complemento de sus respectivos

-

S

s IT, I11, v y V reaccionaron con sus sueros y con los anti-
los tipos VII u VIHI, o con ambos. Los antigenos de los
VIII, I-III, II-VII y V=VII reaccionaron con varios
1o cual demostré la existencia de varios constituyentes

i S—

tarla concuerdan con los de la precipitinorreaccién y
nueva,s pruebas para demostrar la ex1stenc1a de un com-
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V. INVESTIGACION DEL ANTIGENO POR MEDIO DE LA PRUEBA DE
FLOCULACION

La existencia de un antigeno tipoespecifico predominante en los
microorganismos pertenecientes al grupo Shigella ha adquirido una
importancia extraordinaria, tanto en relacién con las reacciones
inmunolégicas del sér infectado como en las técnicas de clasificacién
de los bacilos de Flexnér en los laboratorios. Los factores antigénicos

“secundarios han demostrado escaso valor cuando se ha tratado de
" obtener proteccién (proteccién cruzada) para los distintos tipos de
“dichos bucilos, segiin se ha podido comprobar en experimentos

profilicticos en embriones de pollo* y en ratoncillos domésticos.?
Al clasificar los microorganismos del grupo disentérico, el eje de
toda.la labor alrededor del cual giran todas las pruebas, es la deter-
minaci6én de los antigenos principales. Cuando se trata de clasificar
el tipo de los microorganismos, la aglutinorreaccién ha tenido

'siempre limitadas aplicaciones, pues habria que apreciar los distintos

grados de aglutinaciones cruzadas que tienen lugar cuando se hace
uso de antisueros no absorbidos y, ademés, por la dificultad de
preparar antisueros tipoespecificos, sobre todo cuando no se dispone
de todos los tipos de bacilos disentéricos necesarios para efectuar la

‘absorcion.

Recientemente se ha propuesto utilizar la precipitinorreaccion
como procedimiento rdpido para tipificar dichos bacilos® y para
estudiar la estructura antigénica del grupo. En la Parte IV de este
trabajo hemos ratificado las observaciones hechas con pruebas de

_precipitacién, en las cuales utilizamos los mismos antigenos y anti-
‘sueros que en las pruebas de fijacién de complemento.

En esta parte de nuestra labor hemos de presentar la prueba de

. floculacién como un procedimiento de pronta ejecucién y fécil de
fmterpretar cuando se trate de pesqulsar los antigenos primarios de

los bacilos disentéricos.
La existencia en los microorganismos shigelésicos de un hidrato de
carbono soluble y especifico en cada uno de ellos, sustancia que

‘domina e imparte su caracteristica a las reacciones inmunoldgicas,

ha sido ya descrita por varios investigadores.® La extraccion de esta
sustancia polisacdrida por medio de la formamida ha demostrado
ser muy conveniente y nosotros hemos aplicado el mismo procedi-

46. A. J. Weil and J. McFarlane, Protection of the developing chick embryo with specific
serum against infection with Shigella paradysenteriae (Flexner). J.Immunol., 48:291-296, 1944.

47. J. Smolens, S. P. Halbert, S. Mudd, B. W. Doak; and L. M. Gonzilez, Studies with the
somatic antigen of Shigella paradysenteriae (Flexner). J.Immunol., 52:41-58, 1946. .

48. L. M. Gonzilez and P, Morales Otero, op. cit. (16)..

49. L. M. Gonzélez and P. Morales Otero;, op. cit. (16 and 18). F. Draper, op. cit.

s Y . 3 e

gru Ao, hemos respetado la propuesta por Weil y sus aso-
Los cultlvos de tipos patrones (representativos) fueron los

ga.ba nuevamente para separar los sohdos que se hubieran
,durante el calentamiento. Decantébase el liquido sobre-
un tubo llmplo, adlclonandole 10 ml. de acetona (q p.)-

}1bre de partlculas sin disolver.
u1516n de antlgeno para utilizar en las pruebas se preparan

;nuy lentamente por las paredes del tubo, agitando vigorosa-
mismo tiempo. Después de haber afiadido toda la solucién
se ag;taba el tubo. nuevamente por espacio de 10 a 15
‘Al examinar esta emulsién al microscopio (objetivo

a de ﬂoculacwn. Venﬁcamos la prueba en un portaobjetos
‘depresiones circulares (cada foseta de 16 mm. de diAm. por
-(ind'o, aproximadamente) de la misma clase de las que se
a la prueba de Kline. Con una pipeta de 0.2 cc., graduada
'cc. depomtébamos 0.05 cc: de suero en cada una de las
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fosetas. Se afiadia entonces, con una pipeta Wright, unas gotas de
la emulsién antigénica (aprox., 0.008 cc.), y se ponia el portaobjetos
en la maquina de rotacién por espacio de 4 minutos, tras lo cual se
montaba en el microscopio y se hacia la comprobacién (obj. de
16 mm., ocular niim. 10) con iluminacién reducida para facilitar

la observacion. La interpretacion de los resultados se hacia teniendo -

en cuenta el nimero y tamafio de los grumos (v. grab. 1).

Las reacciones positivas se clasificaron en cuatro grados: + cuando
los grumos eran muy pequefios, y su distribucién uniforme por todo
el campo mlcroscoplco 4+ -+, cuando los grumos eran grandes y de
aspecto plumoso, pero que ya no se distribufan con uniformidad

_sino en pequefios actimulos; + + -+ cuando los grumos eran grandes
y méas abundantes, pero en aglomeraciones més sueltas, y + + + +
cuando los grumos aparecian en masas compactas de tres dimen-
siones, adoptando a veces una forma amorcillada.

. Reacciones de floculacién en los microorganismos Shigella. Pre-
paramos antigenos colesterinados de todos los cultivos patrones
de bacilos disentéricos, asi como también sus antisueros obtenidos
del conejo. Se ensayd cada antisuero con su antigeno homoélogo y
~con todas los heter6logos de todos los miembros del grupo que
aparecen en esta investigacion. Los resultados pueden verse en el
cuadro 12.

- A excepcién de los tipos XII y II-VII, todos los antigenos dieron

ﬂoculaci(’)n‘ con sus sueros homdlogos. No se ensayé el microor-
ganismo Sh. sonnet, porque-no pudimos obtener una cepa reciente-
mente aislada al momento de verificar la prueba. El tipo V-VII
produjo floculacién débil. Los tipos I, V, XIII y Sh. schmitz: flocula-
ron solamente con sus sueros correspondientes. Los antigenos de los
veinte tipos restantes reaccionaron con més de un suero, pero en
algunos casos los otros antisueros ante los cuales reaccionaron
fueron siempre procedentes de cepas patrones que poseian doble
antigeno primario. Por ejemplo: el antigeno del tipo II flocul6 con
su suero homélogo y el antisuero del .tipo,II—VII;’el del tipo III
reacciond con su propio antisuero y con los antisueros correspondien-
tes a los tipos I-III y III-IV. El antigeno del tipo VII flocul6 con
un niimero mayor de antisueros que el extracto antigénico de ninguna
otra raza, lo cual demostr la existencia de un componente comin a
otros tipos. )

Es interesante observar que los antigenos de los tipos IV y VIII
flocularon con los mismos antisueros: los de los tipos II, IV y VIII.
En la Parte III ya hemos sefialado las similaridad de estas dos razas.

_ El antisuero del tipo XIII (P. 143) reaccioné ante mayor ntimero
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Cuabro 12
Pruebas de floculacion

Antiymoa

g &
3 s 8
P -~ 2 -
b Shis H:>EE$E3§%§
]
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4 3 4
FEke 3 4 ) b
) 2 18
2 Vi
4 3

mos que ningtn otro suero. No se ebservo reaccién alguna
antlsuero y los antigenos del grupo Flexner: los tipos I, 1I,
V) V ‘VII y VIII. Tampoco floculé con los antigenos de los tipos
Dle -omponente pnmarlo, los cuales aparecen comprendidos
mlcroorgamsmos del grupo Flexner, hecho que parece de
: camén. Carpenter y. Stuart®! han observado la relacién

T~

ae 'y el Sh. alkalescens.
tigeno de Sh. alkalescens floculé también con los antisueros

eriae, Boyd P. 143. Proc Soc. Exper .Biol.and Med., 61 :288-240, 1946.
Antige.mc relntmnshlp of various types of Sb alkalescens to Sk. mradyamtamu
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i ‘de ],03 tipos IX ‘(qud 170) y X (Boyd 288), reaccién cruzada que
- fué observada asimismo por Draper. 53 : 7

" - Los resultados aqui presentados concuerdan en sus aspectos méas
importantes con los datos relativos a los componentes antigénicos
primarios obtenidos por la prueba de precipitacién y fijacién de
complemento en los bacilos_ del grupo Shigella. La reaccién de
floculacién, en ciertos casos, parece ser mas sensible que las otras

dos pruebas serolégicas, puesto que nos descubre ciertas relaciones

antigénicas no evidentes por la precipitinorreaccién o fijacién de
complemento. Esta mayor sensibilidad puede notarse igualmente
en los datos presentados antes, en la Parte IT de este trabajo, cuando
tratdbamos de la formacién de inmunocuerpos correspondientes a los
componentes primarios y secundarios. . -

Resumen. Hemos utilizado una prueba de floculacién para deter-
minar los antigenos predominantes en los bacilos pertenecientes al
genus Shigella. El antigeno empleado en la prueba.consistia en una
solucién del componente polisacérido del antigeno somatico de los
bacilos disentéricos, obtenidos por medio de la formamida, al que
se le incorporé colesterina. Los antisueros se obtuvieron de conejos,
mediante inmunizacién con una vacuna formolada de microor-
ganismos del grupo Shigella. '

Exceptuanda los tipos XII y II-VII, todos los antigenos pro-
dujeron floculacién con sus sueros homoélogos. Los tipos I, V, XIII y

- Sh. schmitzi reaccionaron Unicamente frente a sus sueros correspondi-
entes. Los otros tipos flocularon con més de un antisuero, pero en
la mayoria de los casos esta reaccion cruzada ocurrié con antisueros
de razas que tenian doble componente antigénico, uno de los cuales
existia igualmente en el otro cultive patrén. '

‘La reaccién de floculacién parece ser més sensible que la precipi-
tinorreaccién o la fijacién de: complemento, puesto que permite
‘descubrir ciertas relaciones antigénicas que no eran evidentes con
las otras dos pruebas serologicas; sin embargo, los resultados con-
firman los aspectos mis importantes observados anteriormente con
la precipitinorreaccién yla fijacién de complemento.

VI. DISOCIACION EN EL GRUPO Shigella paradysenteriae
. OBSERVADA EN La REACCION DE PRECIPITACION

Creemos haber demostrado que todos los microorganismos per-
tenecientes al grupo Shigella poseen un componente polisacirido
‘que determina la especificidad de cada tipo bacilar. Hemos em-
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58. F, Draper,"op. cit.

jcos del grupo Flexner,’* y hemos visto que por
‘;ento de la formamida es posible preparar ?a,plda-
eno polisacarido libre de cualqui.er sustanc1.a ’cqn-
e pﬁ‘dliem entorpecer la reaccién antlcu?rpo-antlgfenlca
de precipitacion. ' La saspeciﬁcidad d'e ésta constituye
encillo y conveniente para el estudio de la estructura
bacilos del grupo Shigella.> .
e de nuestro articulo hemos examl.nado por este
‘un namero de cultivos de microorganismos del grupo
n tefﬁente aislados y otros cultivos conservados durante
afios en agar-triptosa (Difco) para poder comparar
ructuras antigénicas. :
ieién. Obtuviéronse los antisueros en conejos, con
ica ya descrita.’ Utilizamos para este objeto cepas
xhr de los tipos I al VIII de la no’menclatura- de
avestigador nos proveydé generosamente los cultl.vos
que hubimos de preparar nuestras vacunas. Investiga-
samente todos los cultivos para cerciora.rnos' de que el
‘antigénico polisacarido caracteristico del tipo a que
0 habia sufrido alteracién alguna. : : :
el p(;lisacérido por-medio de la formamida (meftodo de
iifbs.‘reciéﬁtes de bacilos de Flexner y de cultw:ps que
afios en el laboratorio. Estos ‘“‘cultivos viejos*”en agar-
fco) ‘habian sido trasplantados de tiempo en tiempo para
su viabilidad. ;
itinorreaccién se llev()"aboabo con antigeno Rrocedente de
énséyéndolo con los antisueros de los tipos del I al
cultwos pertenecian a los tipos I, I-III, II, I'II, IV,Vly
ue son los tipos aislados con més frecuencia en Puerto
nunea se han encontrado microorganismos del tipo V.
gfiﬁcoé que aparecen a continuaciéon represeniian el
 precipitinorreacciones en cada grupo. Los guaqrar.lgu-
n negro indican la precipitacién; los moteados indican

‘Los cultivos recientes del tipo I dieron precipitaciéon

Maﬁd K. Farsetta, op. cif. e

The formamide method for the extraction of Polysaccharide from hemolytic
.J.Exp, Path., 19:130-139, 1038. . T
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fuerte con su antisuero (grafica 2), pero leve con los antisueros co-
rrespondientes a los tipos VIL y VIII, aunque algo més marcada en
este Gltimo. Los “cultivos viejos” de este tipo dieron precipitacion
intensa con el suero del tipo I, y precipitacién leve u opalescencia con
el tipo ITI. Solamente en algunos pocos casos precipitd los antisueros
VIIy VIIL
Tipo II (W). El extracto antigénico obtenido de cultivos recientes
de cepas del tipo IT produjo notable precipitacion en los antisueros de
los tipos IT y VIII (grafica 2). El precipitado formado en el suero
correspondiente al tipo II fué méas abundante que en el VIII. En
algunas cepas de este Gltimo tipo el precipitado fué mas bien opales-
cente. Las cepas de este tipo de bacilo Flexner, después de haber

estado largo tiempo en medio artificial de cultivo, no demostraron |

alteracién alguna al reaccionar contra su antisuero homoélogo, pero
la precipitacién frente al antisuero del tipo VIII fué muy moderada.
Uno de los “cultivos viejos” di6 también una leve precipitacion con
el suero del tipo IV.

Tipo 111 (Z). El extracto formamidico de cepas aisladas reciente-

mente del tipo ITI precipit6 su propio antisuero,pero di6 opalescencia

en el antisuero del tipo VII (v. graf. 3). Un cultivo aislado semanas
antes que los otros di6 un gran precipitado con el antisuero VII.
Alguna que otra vez se observé opalescencia con el antisuero VIII.
Ademés de precipitar su antisuero homélogo, las cepas del tipo III,
que habian estado conservadas unos tres afios en el laboratorio,
precipitaron también intensamente el antisuero correspondiente al
tipo VII. Proddjose asimismo precipitacién en el antisuero co-
rrespondiente al tipo V, lo cual indica que el extracto antigénico
contenia una fraccién correspondiente a este tipo. El antisuero VIII
reacciond tinicamente en presencia de una sola cepa.

Tipo I-I1I (VZ). Los cultivos recientes del tipo I-III dieron un
gran precipitado con el antisuero I, pero sélo ligera opalescencia con
el antisuero III (v. graf. 8). Conforme los cultivos iban envejeciendo
la precipitacién con el antisuero III era més pronunciada. No se
observé reaccién con ningin otro suero. ‘

Los “cultivos viejos” de este tipo con antigeno doble compor-
taronse de modo diferente que los cultivos frescos. La precipitacion
provocada por el extracto antigénico del antisuero correspondiente
al tipo I, era entonces de aspecto opalescente, mientras que la reac-
“cién ante el antisuero III fué siempre muy intensa. Uno de los
cultivos no dié reaccién con el antisuero I. A juzgar por el gran
precipitado formado en los antisueros correspondientes a los tipos
VII y VIII, existian en ellos indudablemente fracciones antigénicas

/
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‘comunes a esos dos tipos disentéricos. Observamos una leve rea-
' ccién frente a los tipos IV y V. No hubo precipitacién con los anti-
sueros II y VI. La cepa Ntim. 10512, aunque aislada tres afios antes
al igual que los otros cultivos, no di6 precipitacion alguna con los
‘antisueros IV y V. La reaccién ante el antisuero VIII fué muy leve,
‘_eil“gambio, fué notable el precipitado formado con el antisuero I. A
,_quvq-ue parece, la alteracién sufrida por esta cepa no se produjo con
'la"misma celeridad que en las otras aisladas al mismo tiempo.

‘Z’ipo_—I V (198 Boyd). El tipo IV demostr6 mayor grado de varia-
‘cién en su configuracién antigénica que cualquiera de los otros tipos
(v. graf. 4). La disociacién también se produjo en més breve tiempo
después del aislamiento. En algunos casos la diferencia de la es-
r uctura antigénica se not6 a los pocos dias de haber obtenido los
eultivos con siembra de material procedente de los enfermos. Los

xtractos antigénicos de los cultivos que habian sido aislados dos o
res dias antes de realizar la prueba, produjeron notable precipita-
i6n en el antisuero IV, pero sélo leve opalescencia en el antisuero
VIIE. Una o dos semanas después de aisladas, las cepas comienzan a
'demostrar la existencia de un factor encontrado en el antisuero V.
La precipitacion con el antisuero VIII fué considerable, e igual suce-
6 con e] antisuero VII.
,ins cultivos del tipo IV, obtenidos hacia por lo menos tres afios,
mron. precipitacién con todos los antisueros, excepto con el del tipo
V“I{ Virtualmente, todas las cepas precipitaron notablemente con
los antisueros IV, VII y VIII; pero con los otros sueros dieron leve
palgscenciai Alguna vez observaronse cultivos que dieron notable
_precipitado con el antisuero V. 3
5 szo V1 (88-Newcastle). Analizando los cultivos del tipo VI no
emos observado que el envejecimiento provocase alteracién alguna
en su configuracién antigénica. Los microorganismos de este tipo
solo precipitaban antisueros homélogos.
Tipo ,”Sh. sonner. Hemos comparado dos cultivos recientemente
ados de esta especie con cuatro cepas del mismo tipo que habjan
0 conservadas en el laboratorio durante tres afios; a pesar de eso,

af:lltlgénlc‘o de los “‘cultivos viejos” produjo solamente una -
cencia en el suero. ' |
tarios. Las variaciones que se producen en microorganismos
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el factor I en este tipo Flexner. El factor antlgemco del tipo III est4

adherido mas profundamente, 0 quizis m4s intimamente fundido al

cuerpo bacilar. Perlman y Goebel,* en una de sus tltimas publica-
ciones, comunican haber observado reacciones cruzadas entre los
tipos I, III y I-III, de lo cual deducen que los antigenos sométicos
de estas razas de Sh. paradysenteriae son sustancias quimicas sen-
~ cillas y la especificidad y las reacciones cruzadas dependen de ciertas
analogias en su constitucién quimica. Agregan adema4s estos autores
_que estas semejanzas en la constitucién quimica de los componentes
polisacéridos de los antigenos sométicos de los bacilos de Flexner
son, segin su opinién, los que originan las reacciones serolégicas
cruzadas. Cuando se produce la d1s001ac1on, acontece, al parecer,

| una ‘alteracién en la estructura’del componente polisacarido, pero

los autores no podrian asegurar si esta alteracién se deben a una reor-

_ ganizacién en' la configuracién molecular o a una variacién de la

estructura quimica.

 Los resultados de nuestras investigaciones con el tipo IV (103

- Boyd) parecen confirmar las observaciones de Boyd. Es indudable
que la estructura antigénica del tipo VIII (¥) y los “cultivos viejos”
del tipo IV son casi idénticas (v. graf. 5). Boyd asegurd. que “no hay
duda alguna de que el tipo 103 es la misma cepa ¥ original de Lentz,
que no figur6 en su forma primitiva en la serie estudiada por An-
drewes. Nuestras obseryaciones indican que al cabo de cierto

tiempo de cultivo en medios artificiales el tipo IV produce variantes
. que son antigénicamente distintas de las cepas recientemente aisladas
" de este tipo. El Dr. Weil,*¢ mediante la aglutinorreaccion, utilizando
- sueros preparados por él, observé que en 14 cepas de este mismo

tipo enviadas por nosotros y aisladas en distintas épocas, obtuvo
numerosas reacciones cruzadas con los antisueros del I al VIII.
Draper,65 con antigenos preparados por extraccién acida, not6 por
~medio de la precipitinorreaccién reacciones cruzadas semejantes
_entreel tipo X y el Flexner IV (103 Boyd). ~

- El precipitado formado por los antigenos de cultivos patrones de
Jos tipos VII y VIII y de los variantes mutados de los tipos I-ITI y

* IV no fué cuantitativamente el mismo en todos los antisueros, lo que

_probablemente indica que no existe un antigeno grupa] {inico en
todos los tipos, sino una combinacién de componentes antigénicos,
como supone Wheeler® en una de sus tltimas publicaciones. Boyd

63 E. Perlman and W. ¥. Goebel, Studies of the Flexner group of dysentery bacilli. V." A
quantitative study of the serological cross-reactions. J.Exp.Med., 84:235, 1946. :

64. A.J. Weil, Personal communication. -

65. F. Draper, op. cit.

66. K. M. Wheeler, op. cit. S ' } ' J

e lo que habfa supuesto y que contiene varios componentes.
La clasificacién de los cultivos recientes de Sh. paradysenteriae por
.me(ho de la precipitinorreacciéon puede realizarse sin gran dificultad,
'puesto que los cultivos en ese momento todaVIa no han sufrido

a.lteraclon alguna de su conﬁguracmn antlgemca v predomman

‘eiales, la férmula antlgemca se complica por la aparicién de otros
ponentes comunes a otros tipos distintos a las cepas que se van a
a,siﬁcar. Por eso es que la determlnaclon de los tlpos constltuye

ademés de constltulr en método facil para diagnosticar los antigenos

peciﬁcos en las cepas de aislamiento reciente, nos ofrece la
. manera mas objetiva de descubrir los componentes secundarios que
jeran haber aparecido en las cepas ya disociadas. Por lo pronto
évrevela que la configuracién antigénica de las distintas cepas es
*!ilfer nte én unas razas y otras, pero caracteristica del tipo. De
i que, la precipitinorreaccién nos permite describir el cuadro de
la arquitectura antigénica de los microorganismos cuando’ ya han
" sufrido mutacién, de tal manera que pueda quedar definida con

: @reclslon la clasificacion de las cepas.

Teemos asimismo que cualquler esquema que haya de intentarse
: ‘,claSLﬁcar los microorganismos del género Shigella debera estar
o en el estudio de cepas bacterianas aisladas recientemente
intentos de clasificacién fundados en anélisis de la constitucién
ntigénica 'de cultivos conservados en medios artificiales durante
largo tiempo, pueden ser un fracaso, porque las cepas después que
ﬁan sufrido mutacién pueden ser confundidas facilmente con cultivos
‘-!'epresentatlvos tipoespecificos. Como hemos dicho antes, Boyd,
rey6 que Andrewes e Inman, cuando elaboraron su clésico esquema
s clasificacion. no tenfan a su disposicién la cepa ¥ de Lentz en su

ma original.
‘Sumn 1. La prec1p1tmorreaccmn es un metodo senc1llo y

: La aphcaclon de éste método al estudio de “cultivos viejos”

tipo I-III después que éste habia sufrido mutacién, parece in-

ar que dichos cultivos eran semejantes a los cultivos patrones del

VII que tenfamos en el laboratorio (X). Los cultivos patrones

tr.po VII y el tipo V-VII que poseia antigeno doble, dieron
cl,ones de precxpxtacwn idénticas.

'
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3. Al analizar el tipo VIII (¥) y cultivos viejos ya mutados del
‘tipo IV nos revel6 que ambos eran semejantes.

4. Las pruebas presentadas parecen confirmar las observa-
~ ciones de Boyd sobre la mutacién que sufren los microorganismos del
_grupo Flexner.

CONCLUSIONES GENERALES

1. Los datos que hemos presentado indican que la titulacién de
los inmunocuerpos producidos en el conejo por inyeccién de vacunas
procedentes de cultivos de Sh. paradysenteriae, deben alcanzar
cierto nivel antes de que puedan descubrirse por cualquiera de las
‘pruebas de floculacién, precipitacién o fijaciéon de complemento,
cuando se ha utilizado como antigeno el hidrato de carbono.

2. La precipitinorreacciéon parece ser el mejor medio de demostrar
la existencia de anticuerpos en los sueros correspondientes a los
‘componentes primarios, pues para esta reaccién deben existir anti-
‘cuerpos en gran cantidad, lo cual no se consigue generalmente con
los inmunocuerpos secundarios; Y por consiguiente pueden utilizarse
en la precipitinorreaccién, pero sin absorber.

8. La precipitinorreaccién es un método sencillo y rapido para
realizar la tipificacién de los microorganismos del grupo Shigella.

4. A excepcién de los tipos VII, VIII, I-III, II-VII y V-VII,
todos los miembros del grupo Shigella poseen un polisacarido pre-
‘dominante tipoespecifico que caracteriza cada tipo en particular.
_ El tipo VII presenta factores antigénicos que se encuentran igual-
- mente en los tipos I, ITI, IV, V y VIII, y al igual que en éste, el tipo
VIII posee componentes antigénicos que también aparecen en los
tipos I, II, II1, V y VII. Los tipos I, 11, II1, IV ¥ V presentan ele-
mentos antigénicos comunes con los tipos VII y VIII. El tipo XIIy
- el Sh. sonnei tienen un componente antigénico comin.

‘5. Cuando se verifica la reaccién de fijacién de complemento
utilizando como antigeno la fraceién polisacérida del microor-
ganismo, los antigenos procedentes de los tipos VI, IX, X, XI,
XTI, XIV, Sh. alkalescens, Sh. sonnet, Sh. dispar, Sh. schmitzi y
8h. dysenteriae, fijan Gnicamente el complemento con sus antisueros
respectivos. Los tipos IT, III, IV y V reaccionaron con sus sueros
Propios y con uno o ambos de los antisueros de los tipos VII y VIII.
Los antigerios de los tipos VII, VIII, I-III, II~VII v V-VII rea-
 ccionaron frente a varios antisueros, lo que demostré que en su con-
figuracién antigénica existian various componentes.

- 6. En la prueba de floculacién todos los antigenos reaccionaron

ante sus antisueros homélogos, exceptuando los tipos XII y'II~VII. ;

‘/,;

 tipos I, V, XIII y Sh: schmatzi reaccionaron dnicamente ante
correspondientes antisueros. Los otros tipos flocularon en mas
eqn'sue.ro,. pero la mayoria de ellos dié reacciones cruzadas con los
isueros procedentes de razas bacilares que poseian dob1.e antigeno,
imo de cuyos componentes existia también en el otro cultlYo patrén.
7. Se llevb a cabo la precipitinorreaccién en cultivos aislados re-
ntemente y en cepas del mismo tipo bacilar conservaqas en Pedio
cultivo artificial durante més de tres afios. Los “cultivos viejos,”

racién antigénica primitiva. : i
8. Los “cultivos viejos” del tipo I-III, a juzgar por los resultados

VII de antigeno doble, dieron idénticas reacciones de precipi?a-

n, lo (jue parece indicar la identidad dé ambas cepas. Los estudios

verificados del tipo VIII y de cultivos viejos del tipo IV revelaron
ue hmbos eran también semejantes.




