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Issaet e Ivanolf, Gruber v DTvurham, Pleiffer nes han dado a conccer con
'h aglutinacidéun una reaccién gue posee extraordinaria importancia para la
artcnol ozla médica
El ]nmclpal valor de esta veaccion yeside en su exactitud, gue no va en
zaga a la de una reaccidn quimica.
Enta reaccidn, que demuestra la c’pcqlx/mnd d(_ 1(\5 11:Croerganismoes pa-
tdgenns, es ademds el punto de pardida de una nueva sisteindiica 2a la bacte-

viologin v el [undamento del suercdiagndstico.

Pero, st 105 tralzajos I,octer;mw Lm* contirmado el I tico de esta
veaccitn, en cambio, nuestro conocuniente de la escicia proceso de ah‘lu—
tinacion no ba side muy amplindo desde su descubriniies ‘noun p ‘incipio
Gruber supuse que bajo la influencia del suevo especilice, tevins de las
bacterias se reblandecen, se hacen glur;im:,.w v opor las CO5as se

conglutinan. Para Gruber el reblandecmiento [acilitavia el atgue d«': los mii-
crobios por las substancias bociericidas del organisivo _

La suposicion de Gruber no ha qid(_: compt cgramente. A pesar
de quc en los tlumos ticmpos Roger* ot chservar un 1eu] andecimiento del
Qidinm albicans bajo la inlluencin del suero, este 4. no pudo encentvar en el
tifus las alteraciones admi*idns 1 Cruber, pucs los bactles aglutinadoes se
colorean bien, no muestran aleern ioani r;le fevma v osus [agelos pueden teflir-
se. Los bactles agmtln:um.ﬁ tamb cultivais2

Bordet® admite gue la @ oun proceso que podria explicarse
por In atraccion moelecular.

La aglutinacidén ha sido considerada hasta ahora ceme una funcidn vital
de los microorgamismos y se crefa que el suero sdlo podria actuar scbre las
buctorias vivas. '

Widal * [ud el primero en demostrar que la reaccion se verilica también
con bacterias nuertas.

1 Puablicade on ¢l Wicener klhinische Wochevschrile, XX (32

) .

Wiener klinische Wochenschvift, Tomo X, N¢ 18, pdg. 431, Wien 1397,
2 Roger. Revue gén. des sciences, 189G
3 Dordet. Annales de Tlnstitut Pasteny, IN® 4, 1896.
4 Widal. La Semaine Ned., IN° 5, 1897.
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Los bacilos tificos, muertos a 56°, pueden ser precipimdos y aglutinadcs
in vitro por el suero antitifico de un modo tan tipico como los vivos. Las
bacterias muertas a elevadas temperaturas no son apropiadas para la reaccién.

El hecho de que también los bacilos tificos muertos pueden ser aglutina-
dos significa un real progreso para la teoria de la aglutinacién y para la
prictica del suerodiagnéstico.

Mis observaciones sobre tifus y colera conlirman los hallazgos de Widal.

Fl hallazgo de Widal y el descubrimiento de E. Buchners sobre [ermen-
tacidén con “Zymase” (liquido obtenido de la levadura por alta presion), son
el punto. de partida para los experimentos referidos mds adelante.

Lo expuesto sugiere la idea de que también las soluciones de cuerpos bac-
terianos, lisados de cualquier manera, podrian dar, como los cultivos mismos,
reacciones especificas con sueros especificos.

Las investigaciones fueron practicadas en primer término con el célera.

Por circunstancias particulares los estudios se iniciaron con liltradoes, exen-
tos de gérmenes, de cultivos de célera en caldo.

Estos cultivos, de diferente edad, eran liltrados por una bujia Pukall.
La esterilidad de los filtrados transparentes se comprobd por incubacion
directa a 37° y también por siembra.

Una vez que se habia demostrado que eran estériles, afiadiase cantidades
diferentes de suero anticolérico (suéro de cabra), igualmente estéril, y se colo-
caban en la estufa a 37°.

Transcurridas 24 horas podia observarse el [endmeno siguiente:

Los filtrados a los que s2 habia afladido suero especifico se enturbiaban,
formdndose pequeiios grumos que se depositaban en el fondo del tubo. Sobre
este sedimento el liquido guedaba completamente claro.

El enturbamiento del liquido era débil o intenso y el sedimento abundan-
te o escaso, no pudiendo explicarse de qué dependia la desigualdad de la reac
cién. Algunas veces no se observaba reaccion alguna, no obstante se emplearan
grandes cantidades de filtrados adicionados de mucho suero. Por lo que se
vefiere al aspecto y cualidades del sedimento, éste era blanco grisiceo o cas-
tafio, bastante coherente, y después de agitacién enturbiaba el caldo y volvia
a sedimentarse rdpidamente.

En el laboratorio del Dr. Freund se ha practicado la investigacién qui-
mica del sedimento, habiéndose Aompzob'ldo que esti constituido por dos pro-
tefnas, una de las cuales da la reaccion de Jos dlcalialbuminatos y la otra
aquella de las peptonas.

Para asegurarse de la especificidad de Ia reaccién fueron practicadas
investigaciones de contralor, afladiendo sueros heterdlogos a los filtrados en
los cuales la adicién del suero especifico originaba la precipitacién.

A los filtrados de célera anadidse sueros antitifico, anticoli (suero de
cabra), suero normal de caballo, suero antidiftérico, antiestreptocéecico (suero
de caballo), suerc humano normal, en cantidades diferentes, y jamds pudo
observarse precipitacién como la obtenida en los filtrados de colera por la
adicion de suero anticolérico. Los diferentes contralores permanecian comple-
tamente claros después de incubacién a $7°C., durante 24 horas. Por otras
investigaciones yo he alirmado en la citada comunicacién previa que los filtra-
dos exentos de gérmenes, obtenidos de cultivos de colera en caldo, pueden dar
lugar a precipitaciones especificas por la adicién de suero especifico (prepa-
racdo por inmunizacién con cultivos de célera en agar). Esla reaccién es tan
especifica como la aglutinacién con cultivos vives o muertos.

En un principlo ne pude asegurar, aunque lo consideré probable, gue las
substancias que en los filtros precipitan con el suero especifice fueron produc-
tos de destruccién de los cuerpos bacterianos.

5 E. Buchner. Berichte der Dewtschen chemischen Gesellschaft, 1897.

-9



Una demostracion dirvecta de esta suposmon la he conseguido mediante el
swmcme expeunlenLO

Vibriones coléricos, obtemidos tanto de cultivos en agar como de cultivos
en caldo (eliminado el medio hqmdo nor uluauon», se mezclaban con polvo
de vidrio y se sometian a una presion de 500 ammdsleras.

La masa obtenida se diluia con caldo alcalino y el liguido se hacia pasar
a través de un {iltro para Dbacterias. Al [iltado, una ves demestrada su este-
rilidad, se anadia suero anticolérico, procediendo de igual modo que con los
filtrados de cultivos de colera en caldo.

Transcurridas 24 horas a 37° se podia obscrvar enturbamiento y la for-
macion de un sedimento.

Consegufase también el mismo resuliado mediante la siguiente modi-
Licacion:

Culuvoes de colera en pl acas de agar, después de 48 horas de incubacidn,
~eran raspados v dejados a 37°C. hasta desecacion; luego se suspendian en caldo
alcalino. La solucidn se pasaba a travds de un liltro pava bacterias y enseguida
se le anadia suero anticolérico.

El resultado era el mismo que el obtenide con ftiltrades de cultivos de

Olera en caldo y con bacterias sometidas a la presion.

Medianle eslas invesiigaciones comprobdbase gue los substratos de {(os
fHivados de cullivo de (olua en caldo, que precipitan con suzio anticolérvico,
deben ser considerados como substancias propias de los cuerpos microbianos.

Demostridbase asi que la especificidad del suero no sélo atafie a las
bacterias como tales (vivas o muertas) sino también a los cuerpos bacterianos
disueltos.

Los tl‘abajos de Widal5, Levy y Bruns ™ pueden también valorarse como
una prueha mis en apoyo de esta conclusion. Widal y mds tarde Levy y
Bruns, imuunizando animales con filtrados de cultivos de tifus y colera en
caldo, y por lo tanto exentos de gérmenes, obtuvieron suercs ce prop’edades
aglutinantes andlogos a los obtenidos con las bacterias cultivadas en agar.
Con este quedaba demostrado igualmente que los [iltrados contienen subs-
tancias que pertenecen a los cuerpos bacterianos.

Las mismas reacciones especificas. obtenidas con suero anticolérico scbre
Tos Dltrados, exentos de gérmenes, de cultives de célera en caldo, pusden
también observarse con suero antitilico sobre los [firados, exentes de gérme-
nes, de cultivos de tilus en caldo y con suero antipestcso sobre jos filtrados de
cultivos de peste en caldo. Las investigaciones Ae convalor con diferentes
tipos de suero heterdlogo sor negativas.

El enturbamiento y la sedimentacion son andlegos a los descritos para
los liltrados de cdlera. La reaccién es unas veces intensi v otras débil y hasta
puede [altar.

No pude determinar los [actores que condicionan este comportamiento.

He podido demostrar, ademids, que las substancias precipitales del filtrado
de los cultivos de peste en caldo, pertenecen también a los cuerpos bacterianos.

Cultivos de peste en placas de agar, eran vaspados, desecados a $7°, dilui-
dos con caldo débilmente alcaline y filwrados por ujia de Pukall. La adicidén
cde suero antipestoso (suero de caballo) a este liguido determinaba los mismos
fendmenos observados con el colera.

Debo indicar ademds que para obtener los enturbiamientes y la sedimen-
tacion son necesarias mayores cantidades de suero cue para obiener la aglut-
nacicn con cultivos, pero no he podido determinar los vinculos cuantitativos.
La cantidad de productos de destriccion de leos cue rpos bacterianos que se
haltan en los [iluados, es probablemente muy des'gual y depende quizds de la
virulencia del cultivo, de la edad y del grado de alcalinidad del c'\ldo

6 Widal et Sicard. Annales de I'lnstituc Pasteur, 1807, cit. de Levy.
7 Levy unds Bruns. Berliner klinische Wochenschrift, N? 23, 1897,
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dante el pudiendo ser ellos la causa de lz variacién de intensidad de la reaccion y de
| su posible ausencia. Trabajos ulteriores demostrardn si existe una dependen-
cultivos cia causal entre el fendmeno y la toxicidad variable de los filtrados de célera.
n polvo Basdndose en estas investigaciones el Prof. Paltauf® ha intentado expli-
) car el mecanismo de la aglutinacién de los microorganismos inmoviles.
n pagr ‘ Mediante otra serie de investigaciones he procurado establecer si los filtra-
su este- ‘ dos de los cultivos de bacterias toxigenas son capaces de dar precipitados por
con los la adicién de suero especifico obtenido con toxinas; para lo cual filtrados,
e “ exentos de gérmenes, de cultivos de difteria en caldo, eran mesclados con can-
la for- tidades diferentes de suero antitéxico (suerc de caballo). Después de 24 horas
5. a 87°C., los filtrados con suero especifico permanecian completamente trans-
modi- i parentes. Las pruebas de contralor del filtrado con sueros anticolérico, anti-
bacién : tifico, anticolt (siu'ero de cgbm), antiestreptococcico (suero de caballo), daban
’ igualmente reaccién negativa.
n caldo
seguida Estos estudios permiten deducir las siguientes conclusiones:
vos de 1° En los filtrados, exenlos de gérmﬁnes, de cultivos de co'lem,_ [‘I‘]’HS 3
peste en caldo, pueden producirse precipilados especificos pov la adicion de
de los suero homdalogo.
?M”“‘L 20 Las substancias que precipilan en los filtrados con el suero liomdlogo
vianaos. ! pertenecen a los cuerpos bacterianos.
a las .
srianos 89 Toxinas exentas de gérmenes (itoxina difiérica) no dan veacciones
especificas mediante la adicidn de antitoxina homdloga.
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§ Paltauf. Wiener klinische Wochenschrift; Protokoll der Gesellschaft der Aerzte.
Mayo 6 de 1897.



