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ANTIGENO VI y CEPA BALLERUP

Por NESTOR MORALES VILLAZON y DORA E. GIOVANNETTI

FEstudiando la estructura de Ias I)acterias, Smith K4 Reagh de-
mostraron que la del Hog célera tenia dos diferentes antigenos; se-
gin se tratara de la forma mévil o inmévil. Con Ia primera la aglu-

tinacién con suero homélogo, forma grumos gruesos, faCIImente di-

es de tipe granuloso, no disociable, termoestable v de gran especifi-
cidad. En 1.004 estas observaciones fueron Jcompletadas por Beyer
v Reagh, que comprobaron que el primero o ciliar ocupa la superficie,
siendo facilmente alterable por el calentamient por quince minuiog
a 70°, mieniras que el segundo o somatico, soporta sin alterarse Iarga
ebullicién, y estad en el interior del protoplasma.

En época posterior Weil y Félix (1917) en una importante serie
de estudios, fl]aron mejor los atrlbutos de ambos antigenos y les de-
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nes fundamentales sobre las prOpIeJades binOgLCaS del ,roboplasma
bacteriano, han recibido dltimamente la contribucién de: Zinzer, Par-
ker, Avery, Lancefield, -Heidelberg, Gobel, Griffth, Reiman, White
y muchos otros; entre Tas que merece cita aparte Jas de Andrew, que
fué el primero en sefialar las interesantes variaciones de fase del
antigeno ciliar.

Durante Iargos afios en las salmonellas v en especial en la tifosa,
se consideré definitivamente fijada la constitucién antigénica, que
en concepto de los investigadlores responc[fa a la estructura H y O ¥
podia servir, como efectivamente lo ha sido, para los usos clinicos.
Conoccemos bien los importantes servicios prestados a Ia humanidad
por la aglutinacién de Widal, gracias a la que se han podido focali-
zar répidamente focos de tifus abdominal, que de otra suerte habrian
quedado por largo tiempo desconocidos. Con este antecedente, es
facil cqmprender el interés despertado por Félix y Pitt, cuando en
1954 anunciaron el descubrimiento de un nuevo factor en las cepas de
Eberth. Estos autores en las formas lisas, (S) dijeron haber encontra-
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do uno distinto de los antes conocidos v que era débilmente influido
por el antisuero O y cuya sensibilidad es inversa a la de la virulen-
cia. Colonias apenas aglutinadas por el suero O matan el 10 por 10
de las lauchas inoculadas con un millén de gérmenes, mientras que
las fuertemente aglutinadas por dicho antisuero, no matan, ni uno
solo de los animales inoculados. Pero como este nuevo factor no esté
solo, sino que en proporcién variable se le encuentra mezclado con las
ag[utininas H y O, para obtener un suero anti Vi rigurosamente es-
pecifico*, hay que absorber previamente las agluti_n_inas Hy O, lo que
es motivo no s6lo de largas manipulaciones, sino que el menor des-
cuido puede motivar el fracaso, por infeccién exégena. Por fortuna
el hallazgo de una salmonella que posee antigeno Vi exclusivo, ha
venido a simplificar el problema. El 18 de noviembre de 1939 Kauff-
man y Erba Moller, lograron aislar de las deyecciones de cierta en-
ferma, un germen, que teniendo todos los caracteres de las salmone-
Has, no era aglutinado por el antisuero de ninguna. La enferma de
69 afios de edad, procedia de Ballerup, ciudad de la que ha tomado
el nombre, Desde el mes de octubre del mismo afio, sufria de desér-
denes gastro-intestinales, con vémitos, diarreas y temperatura alta.
Después de varias semanas, durante las ‘que se asistié en su domici-
lio v en vista de que Iejos de mejorar su estado empeoraba, se inter-
n6 en ‘el Copenhagen Couty Hospital. La reaccién de Widal para
Eberth, para A y B, repetida en varias oportunidades, di6 resultado
negativo. Por coprocultive se aislé un germen, que scrolégicamente no
correspondfa a ninguna de las otras salmonellas conocidas y sélo

reaccionaba con antigeno V

CARACTERES DE LOS CULTIVOS

‘Gram negativo, desarrolla bien en caldo y agar, en este tltimo
medio las colonias son: lisas, translacidas, ligeramente prominentes,
de bordes regulares: licta gelati&na, fermenta arabinosa, dextrina: glu-
Qbsa, c[ulcita, maltosa, manita, rhamnosa, sorbitol, trealosa. xilosa:
f_grdiamente salicina, no fermenta adonita, inositol, lactosa Yy sacarosa.
Reaccién positiva en Bitter Weigman Habs: negativa en Sternen.
Eerm’enta d- tartrato después de siete dias y citrato de soda a los dos.
Pmduce hidrégeno sulfurado. La reaccién del indol es negativa.

. »En los cultives en placas, Tos autores arriba citados, dicen hab_er
c_omprobado’ dos clases de colonias: unas opacas 'y otras translacidas,
I_,r;_ls -que podrian facilmente d_istinguirse atin a simple vista. Las opacas
se revelan constantes y s6lo rara vez se les vié disociarse en la forma
transltcida: mientras éstas son poco estables. La forma opécé con-
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tiene el antigeno Vi, que néd existe en las otras. Este hecho es com-
parable con lo que ocurre con la Salmonella tiphy, en Ia que los inves-
tisadores han sefialade fenémeno igual, que se puede sintetizar en

el adjunto cuadro.

Aspecto de las colonias 0] Vi
S. tiphy forma V Opaca No aglutina Aglutina
S. . . W Transfacida Aglutina No aglutina

Por lo que a nosotros se refiere, en las repetidas veces que hemos
hecho cultivos en placas de la cepa BaHerup, no nos ha sido posi]o‘l‘e

compmbar [a diferencia en el aspecto de las colonias, que nos dieron
dol

srmemente translicidas \
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provenia de una colonia de este tipo, que por una razén cualquiera
ha permanecido inalterada al través del tiempo y de los innumera-
bles pasajes hechos para conservarla; sin ‘em]oarg-o esta explicacién,
no esta de acuerdo con su valor en antigeno Vi, que segtin Kauffman
y Erba Moller, no existe en este tipo de colonias.

Respecto a las cilias de la cepa Ballerup, de la que nada dicen
Kauffman y Erba Moller, son peritricas y en niumero que oscila de
cinco a siete.

Para su tincién emp[eamos la técnica de Lifson modificada, de
Ta que ya Nnos oCupamos en un trabajo anterior (1) Y en Ia que adop-
tamos una Iigera variante, que consiste en reemp]azar el alumbre de
potasio por el sulfato de aluminio y potasic, que en varics ensayos,
nos dié mejor resultado que el anterior.

Ya en otro punto hemos rnanifestac[o, que nos fug imposible con-
firmar lo sostenido por los investigadores tantas veces mencionados.
respecto al valor de las colonias opacas y translacidas en antigeno
Vi, pues no pudi.mos encontrar diferencia apre.cia]ole y ambas nos pa-
recieron exactamente iguales.

Posteriormente nos enteramos dei trabajo de Nicoll, Jude vy Le
Minor, publicado en los Annales del Instituto Pasteur de Paris del
afio 1950, con el titulo de: “Relatién entre I'intensite de la irisatién
presentée par certaines colonies de Salmonella et leur constitucién
antigénique”. Inmediatamente resolvimos repetir fas experiencias de
los sabios franceses, sirviéndonos de sujeto la cepa Ba“erup conser-

vada en la coleccién.

(1) Néstor Morales Villazén y Yolanda Righetti, — Infeccién accidental de log
medios al cultivo. )
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Empezamos por hacer alslamlentos sucesivos en placas de Petri,
de las colonias en las que era posﬂ)Ie apreciar cambios [uminosos
frente a un foco de luz provisto de vidrio opaco. Después de cuatro
a cinco ensayos, pudimos notar que habian colonias que colocadas
frente al foco luminoso y moviendo Ia placa, de suerte que los rayos
cayeran en distintos 4ngulos de insidencia, presentaban una hermosa
H‘IdIS(‘n‘CIa que recorria toda la gama del especiro, si bien con el
hsbito, era posible comprobar que en cada una habfan coIores domi-
nantes: escogimos el azul, el verde, y el rosa, color este ultimo que
en algunos casos era tan intenso, que las colonias asemejan peque-
nos rubies. '

Los ref[ejos de luz son realmente interesantes y justifican que
Nicoll y colaboradores, los hayan comparadn con el ala de ciertas
mariposas tropicales, que parecen despedir destellss fulgurantes, cuan
do las hieren los rayos dei sol.

Al mismo tiempo, que estas experiencias, quisimos también estu-
diar las colonias de Ia cepa Salmonella tifica T y 2, que es la que
hoy se utiliza en fa Seccién para preparar la vacuna.

Siguiendo la técnica anterior, se procedic’) a aislar las colonias
iridisentes v entre estas elegimos [as que Como en el caso mencionado
por Nicoll, ofrecian una intensa irisacién amarilla y otras en las que
faltaba reaccién luminosa. Las pruebas de aglutinacién, con suero
anti Vi sobre placas, siguiendo la técnica de Huddleson, demostraron
qgue las primeras eran fuertemente aglutinadas. mientras qiie las alti-
mas no reaccionaban ni ante concentraciones del suero de uno en
veinte. Estas experiencias, de indiscutible valor pro})a’rorio, demuestran
que el contenido en antigeno Vi, no hay que buscarle en la distinta
opacidad de las colonias, siné en la intensidad de la irizacién. Con-
firmando lo dicho, en el boletin del World Health Organizatién,
correspondiente al mes de” Noviembre de 1050, se aconseja para la
preparacion de los sueros aglutinantes anti Vi, utilizar colonias iridi-
sentes, lo que significa que ese alto tribunal cientifico, comparte la

opinién de Nicoll.

PREPARACION DEL SUERO AGLUTINANTE ANTI VI

De las colonias iridisentes Ballerup se eligieron tres, en las que
predominaban los colores: azul, verde y rosa. La técnica seguida fué
la gue aconseja el World Health Organization.

Cultivos de 24 horas en agar ordinario, de los tipos escogildos
mezclados por partes iguales, se recogieron en suero fisiolégico for-
molado al 0,50 %. La suspensién se dejé en la heladera por 48 horas.
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Control de esterilidad. Si el resultado es positivo, se titula por opaci-
metria a 2.000 millones de gérmenes por cm® Las inoculaciones se
hacen por via endovenosa, en conejos de dos a tres kilos de peso, con
intervalos de cuaire dias v en la siguiente escala: 1.000 —~ 2.000 ~
%.000 v 4.000 millones por centimetro ctibico. Tuego de la ultima
inoculacién y pasado 8 dias, se hace sangria de prueba y si el titulo
es satisfactoric, se sangran los animales al blanco por puncién de
la carétida. Si son varios los conejos gue se inmunizan, para tener
titulo uniforme, hay que mezclar fos suercs. La sangre se pone DOr
dos horas en Ia estufa y por 24 a 48 horas en la heladera, se recoge
el suero v se conirifuga. Para Ila titulacién definitiva se hacen dilu-
ciones del suero en escala ascendente: 1: 25 ~ 50 — 100 —~ 200 ~
400 — vy 800, a estas diluciones se afiade una cantidad iguai de la
suspensién de 1 1

menes por cm®. Dos horas en la estufa v una noche en fa heladera
o a la temperatura del laboratorio. Por regla general la lectura que

se hace a las dos horas, no cambia posteriormente.

T ral ses T 1T T ,
a Cepa noimoioga utuiava a 5.000 miiiones de ger-

Con el suero obtenido, se hicieron tres pruebas; la primera con-
sisti6 en tilularle con la cepa h‘oméloga, di6 1: 800 —~; la seg‘unda
en poner en contacto diluciones crecientes del suero anti Vi,
con las tres cepas iridisentes que sirvieron para su preparacion: El
objeto era saber si el color dominante tenfa o no influencia sobre su

Py RN OO U | | . | I s Ly
sensipiaac 'y €t resuttado fue ei que sigue.

Dilucién del suero Bellarup 1 por 50 1 pee 100 | L por 200 | 1 por 400 Control
Tridisente azul ........... .. L I T + 0
Tridisente verde ........... B 44+ + + 0
Iridisente rosa ..... ...... B e T = o B e o o ++ 0

La lectura, después de dos horas en la estufa a 57° y una noche
en la heladera. Como vemos el titulo varia poco, siendo el verde el
de menos Va]or, mientras que el rosa da cifras més altas.

La segunda experiencia se realizé sobre varias cepas de Eberth,
de coleccién y la T y 2 que como ya dijimos, es la que se wtiliza
para la vacuna antitica. Con estas cepas se procedi(’) como sigue: por
aislamiento previo en placas, se procuré conseguir colonias fuerte-
mente iridisentes y entre ellas las de intenso color amariHo.y otras
opacas; sobre ambas se hizo actuar el suero y también srobre el cul-
tivo total. La lectura se hizo en iguales condiciones que en el caso

anterior y estan condensados en el cuadroe adjunto:
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Diluciénal:

Suers Bellarup
1 por 50 | 1por 100 l 1 por 200 | 1 por 400 | Control
Kberth LV 4............. 0 0 0 0 0
« Watson ............ -+ + + -+ ++ -+ 0
« 3112 ... 0 0 0 0 0
« 5076 ...l e +++ +++ ++ + G
« 0901 ...l +++ -4+ -,L—{—‘ + ¢
« Ty 2total ...... + 4+ + 4+ -+ + 0 o
« Ty 2iridisente ... | ++4+4+ | +++ | +++ -+ 0
« Ty 2 opacas ...... 0 0 0 0 0
Ballerup rosa .............. B o o L B R ++ +- 0

xaminands el cuadro que antecede, es facil comprobar qie tres
de las cepas de las guardadas hace varics afios en la coleccién,
han conservado casi integramente el contenido en antigeno Vi y esto
no obstante que los transplantes siempre se hacen en agar simple-
y queclan a la temperatura del laboratorio, lo que estd en desacuerdo
con las afirmaciones del sabio italiano Dr. Carlinfanti, que sostiene
que con el fin de que no pierdan e antigeno Vi, se las debe tener
constantemente en la estufa a 57°. Otras dos carecen en absolute
de este antigeno. De suerte que no es aventurado opinar, que la
virtud de conservar integro el contenido Vi, es funcién propia de la
cepa, v no de la temperatura.
Conclusiones: Nos ha sido imposible comprobar el valor de las

cepas opacas y claras de Kauffmann, en la cepa Ballerup.

1. — E] mayor contenido en antigeno Vi de las colonias iridisentes
es indudable.

—~ De las cepas de coleccién, unas han perdido todo el antigeno Vi,
mientras otras le han conservado casi al mismo titulo que las

12

-iridisentes.

~ El resultado de la aglutinacién con la cepa iridisente rosa, con-
firma en todas sus partes, la opinién sostenida por Nicoll, de
que la riqueza en antigeno Vi, hay que buscarle en la curiosa
reaccién de las colonias a la luz, siendo la prueba que las que
no lo hacen, se muestran poco sensibles a la accién aglutinante

L.)l

dei suero.
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