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Accién de la didlisis vy de la digestién por
la pepsina sobre los componentes activos
de la tuberculina

por Hugo Bonfiglioli y Carlos Acufia

1°) Producir en la piel de los cobayos tuberculosos una reac-
cién eritemato-papulosa caracteristica (Reaccion de piel), v 29)
ocasionar la muerte de los cobayos tuberculosos cuando se inyecta por
via parenteral, a dosis muy inferores a las toxicas para los anima
les sanos, observandose en la autopsia lesiones caraceristicas des-
criptas por Koch y Doenitz con la denominacién de “muerte tuber-
culina aguda”. (Reaccién sistémica).

La inyeccidn de 0,10 ml. de tuberculina activa diluida al 1/10,
produce en el cobayo tuberculoso, por via intradérmica, una reac-
cién eritematosa, papulosa, y a veces necrdtica, que aparece a las 24
horas, se intensifica a las 48 y 72 horas y desaparece progresiva-
mente en pocos dias. Los cobayos sanos no presentan la reaccidn.

La inyeccién de 0,30 ml. de tuberculina activa, efectuada por
via subcutinea en el cobayo tuberculoso, lo mata dentro de las 24
horas, con el cuadro descripto por Koch y Doenitz: congestiéon sub-
cutanea generalizada, congestion de peritoneo y pleuras con exudado
claro o sanguinolento, y congestion e hipertrofia de higado y de
bazo.

La inyeccién de 4 a 5 ml. de la misma tuberculina no produce
ningin trastorno en los cobayos sanos.

Todas las tuberculinas activas, obtenidas en caldo glicerinado o
en medios sintéticos y la tuberculina P. P. D. poseen ambas pro-
piedades.

Segtn la mayoria de los autores, la sustancia activa de la tu-
berculina no es dializable.
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Sin embargo Danielopolu (1), en 1909, efectia una serie de
experiencias, en las cuales observa que el producto activo atraviesa las
membranas de colodion.

Lowenstein v Pick (2) obtienen tuberculina activa dializable

Por el contrario, las cuidadosas investigaciones de Long y Sei-
bert v de otros autores, demuestran que la sustancia aﬁtzva no es
dializable, por lo menos en lo que se refiere a la capacid
ducir la reaccién de piel.

Diversos investigadores han sostenido que las dos propiedades
de la tuberculina son debidas a sustancias diferentes y aseguran
haberlas separado por diversos procedimientos.

Dorset, Henley y Moskey (3), en 192y, dializan tuberculina
obtenida en medio sintético, conira agua destilada.

Con el residuo obtienen la reaccién de Mantoux positiva en
cobayos tuberculosos y la muerte de los mismos con 0,20 ml. inyec-
tados por via subcutinea.

El dializado no da la reaccidn de piel pero mata los cobayos
tuberculosos.

Los mismos autores (4) precipitan con sulfato de amonio la
substancia que produce reaccidén cutdnea, pero no la mayor parte de
la que mata los amimales enfermos. Solamente observan esta separa-
cidén con el sulfato de amonio, cuando experimentan con tuberculina
vieja de pH 5.2, perc ne¢ cuando operan con tuberculinas mas re-
cientes, de pH 6,3: en este ultimo caso, el sulfato de amonio preci-
pita ambas substancias.

Long v Seibert (5), precipitan con acido acético casi toda Ia
proteina que produce la reaccién de piel, pero suponen que tal vez
haya varias proteinas activas, puesto que el filtrado conserva todavia
algo de actividad.

Maschmann y Kister (6) dializan tuberculina, obtenida en me-
dio de Sauton, a través de membranas animales (vejiga de pescado).
Observan que el dializado mata a los cobayos tuberculosos con las
lesiones caracteristicas de la reaccién sistémica.

Los mismos autores (7 y &), en 1031, separan por dialisis las
dos substancias: el resuiuo produce la reaccién de piel y el dializa-
do la sistémica.

Kuhlmann (9), en 1936, entre otras observaciones, confirma
las experiencias sobre didlisis efectuadas por Maschmann y Kiister.

Maschmann (10), en 1937, ensaya diversas tuberculinas y con-
sigue separar dos fracciones; una con capacidad de reaccion en la
piel de los cobayos tuberculosos, de naturaleza albuminoidea y di-
gerida por la proteinasa; la otra, con capacidad de matar los anima-
les tuberculosos, no proteica y no destruida por las enzimas proteo-
liticas.

Tadao y Murata (11), en 1939, afirman que la fraccidén no dia-
lizable tiene poca capacidad téxica y marcada capacidad cutdnea,
mientras la dializable es altamente tdxica hasta a pequefias dosts.

Mueller y Howard (12), en 1926, afirman que la tuberculina
digerida por pepsina o tripsina pierde la propiedad de dar la reac-
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con de Mantoux positiva, pero conserva la de dar precipitado con
sueros inmunes. No investigan Ia capacidad toxica,

Fichera (13) confirma esos resultados.

Pleiffer y Persch (14) digiriendo con pancreatina, Long (15)
por hidrélisis acida y Seibert (16) efectuando la digestion con pep-
sina vy tripsina, hacen erder a la tuberculing la “a“""v?nu de dar
la reaccion de Montoux positiva, perc no efectuaron observaciones
sobre la capacmad téxica.

Las ewpenenuas de Long y Seibert (18 y 19) sobie la composi-
cién quimica de la tuberculina comprueban que el principio activo es

de naturaleza proteica.

Frente a opiniones tan discordantes, decidimos estudiar perso-
nalmente la posible separacién de las dos substancias.

Hemos usado para las experiencias una tuberculina preparada
en la Seccion Tuberculosis del Instituto, que llamamos Tuberculina
M. A., obtenida en medio sintético de Dorset, en el mes de Diciem-
bre de 1943, con las cepas y la técnica usadas en el Ministerio de
Agricultura de Estados Unidos de Norte Ameérica.

Tas ex penencns sobre digestion las efectuamos tratando la
bcrc11ra con pepsina arke Davis (facilitada geuiihmente por el

Gatt} la concentracion de 1 por 5.000, a pH L8, mantenién-
dola en la estufa a 38°C durantie 20 horas bajo capa de toluol.

Las experiencias de dialisis las hicimos con sacos de celofin,
contra agua corriente durante 5 dias (para ensayar el residuo), y
contra agua destilada durante el mismo tiempo (para ensayos del
residuo y del dializado).

Ademés hemos investigado la accién de la pepsina sobre el P.
P. D, con la misma técnica. Las experiencias de didlisis con el P.
P. D. no las hemos efectuado puesto que ese producto ya ha sido
sometido a la didlisis durante su obtencién.

Como controles hemos usado tuberculina sin tratar y tubercu-
lina sometida durante 20 horas a 38°C bajo capa de toluol, acidifica-
da previamente a pH 1,8 y luego neutralizada,

Hemos preparado en total nueve muestras:

1. Tuberculina M. A. diluida al 1/10: sin tratar.

2. Tuberculina M. A. diluida al 1/10: se lleva a pH 1,8 con
HCI al 20 %, y se mantiene 20 horas a 38°C bajo capa de toluol;
luego se leva a pH inicial (6,8 a 7,0) con hidroxido de sodio al
20 %: control de acidez

3. Tuberculina M. A. diluida al 1/710: se trata como la ante-
rior, pero con el agregado de pepsina Parke Davis a la concentra-
cidén de 1/5.000: tuberculina digerida.

4. Tuberculina M. A. pura (10 ml.) : se dializa por celofan con-
tra agua corriente, durante 5 dias, con cloroformo. Se recoje el re-
siduo y se lleva a 100 ml.

5. Tuberculina M. A. pura (10 ml): se dializa por celofan
contra agua destilada (100 ml.), en heladera, y con cloroformo,
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durante 5 dias, renovando el agua destilada todos los dias. Se recoje
el residuo y se lleva a 100 ml

oo ml. del dializado de la experiencia anterior se com-
1a p esion v a 45-50°C. hast Hevar a 100 ml. Dializado.

por 'n"i. S Heva a ph I,E‘S coii Bl al 20 %, duranie 20 horas a
38°C., bajo capa de toluol y luego a pH inicial con hidroxide de so-
dio al zo %.

8. La misma con el agregado de pepsina al 1/5.000.

9. Tuberculina P. P. D.: conteniendo un miligramo de produc-
to por ml., sin tratar.

Todas las muestras se conservaron cuatro dias en heladera, con
un poco de cloroformo, antes de efectuar los ensayos.

Experiencias sobre capacidad téxica (Reaccién sistémica). Con
cada una de las muestras 1 a 6 inclusive inyectamos por via subcu-
tinca 3 cobayos sanos: 3 ml. de tuberculina diluida al décimo, equi-
valente a 0,30 ml. de tuberculina bruta.

Con las muestras 7, 8 y 9 inyectamos por la rmsrna via 1 ml,
equivalente o 1 miligramo dec P. P. D., a otros 9 cobayos. 3 por

cada muestra. Todos los animales sobrevivieron sin presentar nin-
gtn trastorno.

Con cada una de las muestras inyectamos por la misma via igual
cantidad de tuberculina a cinco cobayos tuberculizados 2 a 3 meses
antes con I miligramo de cultivo de Mycobacterium ituberculosis
var. humana, virulento.

Los resultados obtenidos se pueden ver en el cuadro 1.

MUESTRA INYECTADA Innculadus Muertos dentro
de las 24 hs.

. Tub. M. A. sin tratar .................
. Tub. acidificada y neutrah/ada ,,,,, .
Tub. digerida . ............ ... ........
Tub. M. A. (residuo de didlisis) .

Tubh. M. A. (residuo de dlahSlS)
Tub. M. A. (dializado) .......... ... .
. P. P. D. acidificado vy neutrahmdo

- PP Dodigerido Lo
.P.P.D. sin tratar .................. .

O OO NI O\ OO B
gt tavia
NO NSl c N

Todos los cobayos muertos espontineamente mostraron en la
autopsia lesiones tuberculosas generalizadas y el cuadro de muerte
tuberculinica aguda de Koch-Doenitz.

Los cobayos sobrevivientes inyectados con las muestras 2, 4
y 5 mostraron a las 24 horas un estado de decaimiento general bas-
tante marcado que desaparecid al dia siguiente: los animales fueron
sacrificados al cuarto dia v la autopsia reveld la presencia de lesio-
nes tuberculosas generalizadas sin otras alteraciones. Los otros co-
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bayos sobrevivientes fueron sacrificados a la semana de inoculados,
observandose solamente lesiones de tuberculosis generalizada.

Queda demostrado, de acuerdo a nuestras experiencias, que la
substancia contenida en la tuberculina y que produce la reaccidn
sistémica pierde esa propiedad con la digestidn por pepsina y no
dializa por celofan.

EXPERIENCIAS SOBRE REACCION DE PIEL

Se ensayaron 4 cobayos sanos, inyectandoles por via intradér-
mica 0,10 ml. de tuberculina diluida al décimo: a cada uno de los
animales las 6 primeras muestras; 3 de cada lado.

Otros 4 cobayos sanos fueron probados con las muestras 7, 8
v 9 inyectandoles 0,10 ml. que contenian 0,01 de miligramo de P.
P D :

Todos los cobayos reaccionaron negativamente.

De la misma manera se ensayaron, con cada muestra, 4 coba-
yos tuberculizados 3 meses antes, con T miligramo de Mycobacterium
tuberculosis var. humana, virulento.

Las reacciones fueron observadas a las 24 y 48 horas, y los
resultados se pueden ver en el cuadro 2.

De acuerdo a nuestra experiencia queda demostrado gue la subs-
tancia contenida en la tuberculina y que provoca la reaccién de piel
en los cobayos tuberculosos no es dializable y no resiste la accidon
de la pepsina.

CoNCLUSIONES

De acuerdo a nuestras experiencias las dos propiedades que
manifiesta la tuberculina en los animales tuberculosos (reaccion sis-
témica y reaccidén de piel) no pueden ser separadas por la didlisis
ni por la accién de la pepsina.

La fraccidn de tuberculina que produce los dos tipos de re-
accién no es dializable y es degradada por la pepsina.
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