Setbre. 1942

19

Algunos detalles sobre purificacion de
antigenos de Wassermann y especialmente
del utilizado en una modificacion reciente.

Por JUAN M. MIRAVENT

A los estudios iniciales de Wassermann, Neisser y Brunek, y de
otros autores, basados en el uso de exiractos acuosos de dérganos si-
filiticos, asi como a los inmediatos sobre antigenos aleohdlicos de
6rganos normales, siguen muy de cerca las primeras tentativas de
puvificar dichos extractos, con la finaiidad doblemente atil de 11
brarles de substancias inactivas y perjudiciales, al tiempo que pro-
fundizar el analisis de la fraceién antigénica.

Kl uso de los extractos alcohélicos de corazén de bovino, difun-
dido mniversalmente, con exelusién casi completa de otros érganos,
ha contribuido en gran parte al conocimiento de la maturaleza de
estos productos.

Mis tarde, la substitueién de los extractos primarios, por los de-
nominados secundarios, previo tratamiento con solventes distintos,
significa nuevo adelanto en el estudio de la fraceién activa. Esta
substancia, capaz de combinarse con la reagina sifilitica, representa
una minima parte, dentro de la mezela de substancias — algunas in-
activas, perjudiciales o reforzadoras otrag — de composicién qui-
mica variada (lipoides, derivados de proteinas, grasas, ete.), que
forman el total de los extractos alcohdlicos, atn de los purificados.

Las numerosas tentativas para islar e identificar dicha substancia
activa, no sélo han fracasado, sino gue han dado origen a las opi-
niones méas opuestas. El aislamiento de tal producto es el ideal al
que muy lentamente se van acercando los investigadores, pues, més
bien que su obtencién en estado de pureza, se van conociendo y se-
parando las fracciones inactivas acompafiantes. Por esta razén los
resultados son mas practicos que tedricos, al limitar el contenido de
aquéllas, pero manteniendo siempre, cierta proporcién, en los maés
puros extractos de la fraccién activa.
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e esta cuestibn y las dificultades més diversas,
han obligado a los investigador es que se ocuparon del tema, a se-
parar dos problemas con limites bien definides. Kl primero, de
orden eminentemente practico, ha sido resolver la purificacidn
de los extractos hasta cierto limite y con poeca pérdida de la fraceién
i reacciones de alia sensibilidad y especifi-
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El segundo problema, el tedrico y mas interesante, es el de la
mdividualizacién de la fraccién activa. Bajo este aspecto debemos
reconocer que aun nos hallamos en el terreno de las hipdtesis.

En este resumen nos ocuparemos de nuestras experiencias, como
contribucién al conocimiento de ambos problemas, dividiendo los
ensayos en la forma dicha.

1. — ASPECTO PRACTICO DE LA PURIFICACION DE ANTIGENOS DE
WASSERMANN, REDUCCION DE SUBSTANCIAS INACTIVAS

Los
impurezas, conservando la mayor proporcién de substancias acti-
vas, se realizaron al comparar la actividad del antigeno de Eagle

primeros ensayos dirigidos en el deble sentido de reduccién de

(que requiere varias extraceiones por éter), con otro que posterior-
mente al éter se tratara con acetona. Asl se comprobd la pérdida
de gran proporeién de substancia uJadora pero del contenido sufi-
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semejante es usado por Cassiniga v Estabﬂe.

Mas tarde, se probd de usar como aconsejan Hischer y Giinsber-
ger, la extraccién por cloroformo repetida tres veces, antes del al-
cohol, pero de esta forma la pérdida era muy grande, si se calcula
la actividad fijadora de lo que se pierde por cloroformo, con rela-
cién a io extraide por el aleohol. La pérdida era menor por una

sola extraceién de cloroformo.

Esta tltima observacién y lo dicho por Fischer y Glnsberger,
sobre la distinta solubilidad del principio antigénico, mayor en al-
cohol y luego en proporcién decreciente en cloroformo, éter y ace-
tona (casi nada), nos indujo a disminuir la accién disolvente del
cloroformo por combinacién con acetona. Buscamos la reduceién de
pérdida del principio activo, por la conocida accién de la acetona,
de impedir la solubilidad de los fosfatidos, acecién que limitaria la
del cloroformo, pero conservando la mezcla su actividad disolvente
sobre otras substancias. Tal ha sido el origen de nuestro antigeno
al que procuramos purificar més por diversos ensayos, hasta que
observamos que la extraccién posterior del polvo con éter (en pro-
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porcién de 1 gr. y 10 c.c., durante 24 h.) nos redueia las substan-
cias acompaiantes sin pérdida alguna de substancia activa. Kl
éter, empleado después de la mezcla cloroformo-acetona, no extrae
antigeno, a la inversa de lo que acontece cuando se usa en primer
término (método de Hagle, ete.).

Para la extraccidn aleohélica final, nog bagsamog en lo diche por
varios autores, en cuanto a la escasa accidn disolvente sobre el anti-
geno, del aleohol de baja concentracién, que por oira parte segtn Kli-
ne, disuelve substancias perjudiciales. Por estas razones siempre usa-
mog el de 98-99° con buen resultado. Hn razdn de cierta pobreza
de substancia activa, cuando la extraccién se hacia en proporeidn
de 1 gr. de polvo seco y 10 c. ¢. de alcohol, buscamos de concentrarla
por aumento del «soporte» de substancias acompanantes. La re-
lacion de 1 gr. de polvo y 4 c.c. y la extraccién de 2 dias a tem-
peratura ambiente, nos permitié obtener una concentracion alta de
substancia antigénica, como se vera mas adelante.

Tl método final de preparacién es el siguiente: 100 gr. de pol-
vo de corazdén bovino (el usado para ant. de Kahn) se tratan con
500 c.c. de una mezcla por partes iguales de cloroferme y aceto-
na, quimicamente puros, agitando einco minutos al eomienzo, bre-
vemente y una sola vez en el transcurso de 24 h., al final de las
cuales se agita otra vez durante cineco minutos y finalmente se fil-
tra por aspiracién, procurando extraer la mayor parte de la mezela
dicha. Se deseca nuevamente el polvo de drgano, a temperatura
ambiente, lo que se consigue en dos horas, extendiendo el drganc.
La segunda extraccién se realiza por éter (1.000 e. e. para los 100 gr.
anteriores). Diez minutos de agitacién al afadir el éter, nueva
agitacién después de varias horas y finalmente una tercera de 10
minutos después de 24 h. completan esta extraccidn, seguida por
filtracién al vacio. De igual manera que anteriormente, se procura
eliminar todo el éter, y se deseca el corazén pulverizado, durante 2
horas a temperatura ambiente.

La extraccién alcohélica final se ejecuta una vez gue el polvo
restante quede libre de olor a éter. Se usa 1 gr. de bste v 4 ¢c. e,
de aleohol 98-99°. Se agita bien 10 minutos esta mezcla, que se
deja durante 48 horas a temperatura ambiente, pero agitando més
o menos cada 12 h., es decir, unas cuatro veces, para uniformar lo
mejor posible el contenido del frasco. Al término de las 48 h., y
previa agitacién de 10 minutos se filtra por aspiracion, aprove-
chando lo mejor posible el extracto que es el antigeno. Se conser-
va bien tapado, al abrigo de la luz.

Quecdaba ahora por demostrar: 1° Que se conseguia un extracto
aleohélico con alta concentracién de antigeno.
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29 Que la pérdida de substancia activa no era exagerada, en
la mezela de cloroformo-acetona.

3% Que el alecohol, en nuestras condiciones de trabajo, extrae la
mayor parte del antigeno.

4% Que este antigeno era wutilizable en la
mento con fines diag

Jaelon de comple-

H)

Para la demostracién de los tres primeros puntos, se prepard an-
tigeno segtn se ha dicho y al mismo tiempo se probé lo extraido
por cloroformo acetona, luego del tratamiento siguiente: evapora-
cién, lavado por acetona (2 veces) y toma por aleohol (econ volu-
men igual al del extracto p. dicho), para tener una comprobacién
cuantitativa de la pérdida de substancia fijadora. Los dos ex-
tractos alecohdlicos se colesterolaron al 0,6 %. Al mismo tiempo se
prepard antigeno de Eagle (fijacién), y con el extracto etéreo se
procedié en forma similar: evaporacién, lavado 2 veces por aceto-
na, y disoluciéon en aleohol con volumen igual al del ant. Eagle p.
dicho. Tanto el antigeno de Eagle como el residuo de éter llevan
1 % de colesterol, Asi obtuvimos 4 fracciones: n® 1, ant. Eagle; n° 2,
residuo de Hagle (extracto etéreo purificado); n° 3, antigeno estu-
diado (le llamaremos mod. o M.); y n? 4, residuo del anterior (ex-
tracto cloroférmico aceténico purificado). Ademés, con fines ex-
perimentales, afiadimos: n® 5 que representa la poreién soluble en

Lt ariida de aloarafa

tong del 10 41 o . - a o aanataia
1l €Ll LlelJLlL.b A€ CLOTYOLOT1Lo alouvila,

acetona ael - 1o soluble
o soluble en piridina, luego de la extraccién al-
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7
n® 6, y finalmente lo
cohdlica final, n® 7.

Para la mayor claridad resumiremos en el esquema siguiente (n® 1)
la extraccién de los distintos productos y la prueba de fijacién de

complemento.
EsQUEMA N° 1.
Obtencion de aniigenos y productos residuales
Polvo de corazén - éter (4 veces) .....  Subst. solubles (evap. eter, lavadas

con acetona y tomadas en aleoh.; co-
lesterol 1 9 (ne 2).
Extraccién por alecohol y colesterolado
1 O e (ne 1) Bagle.

Polvo de coraz. + clorof. acetona ..... Subst. solubles (evap. lavadas con ace-
tona (n° 5) y tomadas en alcohol;
+ colest. 0,6 9, (n° 4).

Extraccién por éter ................. Subst. sol. (evap. y tomadas en alco-
hol) (n° 6).
Extraceién por alechol y colesterolado
06 Dboeee i (me 3) (ant. mod. M).
Extraccién por piriding ............... Subst. sol. (evap. y tomadas en alco-

hol) (n° 7).



Setbre. 1942

Juan M. MIRAVENT 23

Fijacién de complemento con estas fracciones

SUETO & oo 1 12 /3 1/4 1/5 1/6 1/7 1/8()
Extracto n° 1 (Eagle) 1/50 0,2 cc. 0 0 0 0 0 ph H H
Ext. regid. n° 2 » > > > 0 0 0 0 o Y, H II H

» meszclancl +2 » > » 0 0 0 0 ¢ ph H H

» n° 3 (M) T 6 0 0 0 0 ph H H

> resid. n° 4 (M) v Y 0 0 0 ph e¢h. H H

» mezclan®344  »  » 0 (U 0 6 ph H H

» n°s » » » ph H H H H H H H

> ned > > n @ H H H H H H

» n°v » » » ¢ch H H H H H H H

(1) Suevo sifil. puro y diluido en normal; cantidad 0,1 ce.

Todos los extractos se diluyen gota a gota en solucién figiolégica,
a 1/50, empledndose 0,2 c.c¢. El suero positive se usa puro y di-
luido 1/2, 1/8, 1/4, 1/5, 1/6, 1/, 1/8, en suero normal humano. Se
afade 0,3 c.c. de complemento 1/30 y luego de 3 horas de fijacién
a 0° se agrega 0,5 c.c. de mezcla hemolitica (glob. 10 % y 2 ¥4 do-
sis de suero hemolitico). Lectura a los 15 minutos con hemolisis
completa de los controles de suero.

Esta experiencia demuestra :

a) Que por la extraccién de cloroformo aecetona no se pierde
mayor cantidad de antigeno gue son el método de Eagle.

b) Que las substancias residuales de los. ant. Eagle y M. no
refuerzan la actividad de los respectivos extractos.

¢) Que el éter usado en segundo término no extrae antigeno.

d) Que de lo extraido por cloroformo acetona, solamente lo
insoluble en acetona contiene antigeno (en los fosfatidos).

¢) Que el aleohol extrae casi todo el antigeno del cual sélo
quedan residuos obtenidos en piridina.

Conviene tener presente, ademés, un aspecto cuantitativo de las
extracciones y el tanto por ciento del peso de érgano que se pierde
por los tratamientos anteriores. En el antigeno M. se pierde el
13,5 % antes de la extraccién por alcohol (12 % por clorof. acetona
¥ 1,5 % por éter). En el de Eagle, en iguales condiciones, 11 %
y 10 % en el de Kahn. Rstas cifras son el término medio de las
halladas.

Por estos ensayos parece que se consigue eliminar mayor canti-
dad de substancias inertes, conservando gran proporeién de las acti-
vas. Que la extraceién por éter no reste antigeno, podria expli-
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carse por la solubilidad de éste en algunas substancias que ya fue-
ron extraidas en cloroformo acetona o que necesite cieria concen-
traciéon de substanciag inertes para pasar a solucién. Siempre es

interesante esta purificacién gin pérdida de antigeno.

rigres.

Antes de segnir con el comentario de experiencias relativas al prin-
cipio activo de Wassermann daremos algunas cifrag de los anali-
sl quimicos efectuados por el Sr. Julio Laffué a quien agradece-
mos dicha contribucién. Figuran resumidas en el cuadro signiente
(n® 2) y representan el promedio de varias determinaciones, Kl Sr.
Laffué analizé los antigenos de Bordet, Eagle v el estudiade (M.),

todos ellos sin agregado de colesterol,
CUADRO N¢ Z.
ANALISIS QUIMICO DE VARIOS ANTIGENOS

Cifras obtemidas por el sefior J. Loffué

Antigeno N. gr. %/p P.ogr. %w . zeco gr.% o Ind. iodo
RBordet .. ..o 0,444 0,245 9,2 6
feagle (1) ...l 0,804 0,247 13,1 5
MO , 1,050 0,202 158 | 28

() Bin agregado de colesterol.
Bl antigeno M. por la forma de extraccién alcohdlica 1/4 tiene una concen-
traciéon == 25 9 mayor que el de Fagle.

ALGUNOS DETALLES SOBRE LA NATURALEZA DE LA SUBSTANCIA

-

ANTIGENICA DE WASSERMANN

A partir de los trabajos de Porges y Meier (1908) que indican
a una lecitina como principio activo, aparecen nuevas contribucio-
nes al conocimiento de dicha substancia, problema de cuya solueién
aun estamos distantes. Erlandsen y luego Noguchi estudian las
extracciones por el éter y alecohol y los productos que se obtienen
segtin el orden de accidn.

Se puede decir que el primer trabajo analitico es el de Ney-
mann y Gager, que atribuyen propiedades antigénicas a la lecitina
v al diaminomonofosfatido y se la niegan a la cefalina. Sin embargo,
Kiss prepara mas tarde una fraceién con cefalina fuertemente an-

tigénica.
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La lecitina o sus impurezas son para la mayor parte de los auto-
res, lag portadoras de actividad antigénica. Browning, Cruicks-
hank y Ble. Kenzie asi lo consgideran por sus caracteristicas de solu-
bilidad ; Secaltritti por la precipitacién por cloruro de cadmio y tam-
bién ba01e por el contenido en N. de los lipoides activos adsmbldos

por eristales de colesterol, igual a la lecitina. Weil y Besser ha-

GCI 1
llan antigeno en lecitina sintética.

Otros autores, en cambio, niegan a la lecitina propiedades an-
tigénicas y hallan la fraccién activa fuera de ella. Wadsworth,
Maltaner y Maltaner, tanto como Fujimura no encuentran activi-
dad en lecitina purificada con cloruro de cadmio.

Entre log estudios recientes debe citarse el de Pangborn, que en-
cuentra la substancia activa en la cefalina eruda y en la lecitina.
Wellman y Lankelma (i941) afirman que la substancia activa esta
en la lecitina o en una contaminacién de ella. Para probarlo ex-
traen polvo de corazén con éter y luego por aleohol (las dos veces
con Soxhlet) ; las fracciones de ambas partes insolubles en acetona
v solubles en alecohol, las reunen y purifican por CloCd, segiin una
modificacién del método de Levene y Rolf. Hallan poder antigé-
nico alto y férmula similar a lecitina, salvo el alto namero de 10do.

Brown y Kolmer, también en 1941, se ocupan del tema con la
base del analisis de los precipitados formados por antigeno de Kahn
con sueros positivos, en proporeiones 6ptimas. Los estudios prelimina-
res muestran que dicho precipitado contiene todas las substancias an-
tigénicas activas presentes en el antigeno de Kahn. Estudian 6 frae-
clones segtn solubilidad en acetona. éter y aleohol, que luego prue-
ban en ensayos de fijacién de complemento. En el diaminomono-
fosfatido no encuentran actividad y en cambio la demuestran en
otras dos fracciones que tienen las caracteristicas de la lecitina y
cefalina, descubriendo que cada una contiene un 40 % de una
substaneia fosforada, no nitrogenada, desconocida. Dicen que ni la
lecitina ni la cefalina son directamente responsables de la activi-
dad antigénica v gue ambas contienen el principic que no es idén-
tico a ellas. HI alto contenido de P. =4 % y bajo de N. =1 %,
tanto como el alto ntmero de iodo (81 para la fraceién lecitinica)
estan en exceso para el contenido de 60 % de lecitina de tal frac-
cién y hacen pensar en una substancia desconocida adsorbida en
proporciones iguales por lecitina y cefalina.

Lias investigaciones de Ronai, Weil y Berendes y sobre todo de
O. Fischer al mostrar gue la substancia activa puede obtenerse de
los extractos por adsorbentes distintos (caolin, hidréxido de alumi-
nio, fosfato de caleio, ete.), para luego recuperarse por elucién en
benzol, permiten mayores posibilidades de caracterizacién quimica.
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Segun 0. Fischer, el contenido de N. y fosfatidos es muy redueido
en los extractos purificados, con relacién a los originales, mientras
el contenido en Acido graso y la capacidad de reduceibén estan aumen-
tadas. La fuerte disminucién de N. y P. habla en contra, segin
este autor, de la intervencitn de las substancias nitrogenadas y fos-
fatidos en el antigeno.

Fischer y Giinsberger, mediante el método de extraceién cloro-
férmica repetida y luego por aleohol, consiguen un extracto al que
también purifiean por adsorcién, con solo el 7 % del residuo seco
del total (de un extracto alcohdlico de corazén de bovino) y que
contiene abundante P. y N.; estd libre de lecitina (no se enturbia
por cloruro de cadmio) y de cefalina. Segtn ellos, dichos productos
purificados, que no son substancias quimicas, son dificilmente so-

1,17, N P R S S Ny P P I AAATY MITA oo

dUpies €Il aiconol y Cioroioriio, POTr tal Tazoil ilG Crééil {ueé se
trate de lipoides.

Nuevos métodos de purificacién ideados por Fischer y Steiner,

1A 1 PN 1. A1

por reparticién del antigeno residual de cloroformo, emntre alecohol
de 80° y éter de petrdleo, les permiten afirmar, por su igual dis-
tribueién, que en el éter de petréleo con un contenido de P. cineo

P PN a2l alanTal Toarn

veces superior, hay igual antigeno o menos gue en el alcohol. Lue-
go Fischer y Fischer-Dallmann, afiaden &ecido al extracto alecohéli-
co y observan que todo el antigeno pasa al éter de petrdleo. Con-
cluyen afirmando que el principio activo no depende del contenido
de P. v que es muy escaso con relacién a los componentes inactivos.

Por lo expuesto se deduce que el problema dista de estar resuelto
v a las dificultades del planteo se agregan las propias de la guimica
de lipoides. La obtencién de estas substancias en estado de pure-
za, signifiea procedimientos largos y de dudosos resultados, por
cuanto las contaminaciones con pequefiisimas cantidades de otios
productos, son muy dificiles de eliminar.

En vista de! buen resultado practico del antigeno obtenido por
extraceién alcohdlica después de tratamiento por cloroformo ace-
tona y por éter, hemos buscado mayor pureza, siguiendo un mé-
todo semejante al de Lustig y Mandler, vale decir extraccién des-
pués de hidrélisis pépsica en medio acido. Digeridas gran parte de
las substancias contenidas en el corazén de bovino, en la forma di-
cha, por 24 horas, se filtra por Biichner y se elimina el liquido de
digestién (que no contiene antigeno de Wass). Xl residuo se lava
abundantemente con agua para eliminar el exceso de acido y pep-
sina, para luego secarse a 37°. Entonces se extrae con la mezcla
de cloroformo acetona (en proporcién de 1 parte y 20) durante 24
horas y al dia siguiente por éter (1 parte y 40), durante igual nt-
mero de horas. La extracecién final es por aleohol (1 parte y 20)
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durante dos dias. Por pruebas de fijacién se determina la exis-
tencia de antigeno en el extracto cloroformo aceténico y en el aleo-
hélico.

Lmego por la prueba del cloruro de cadmic se halla un menor
contenido en lecitina en el alcohélico, que en el cloroférmico, que
resulta mucho menor gque en ¢l extracto alcohélico sin digestién
previa, y extraordinariamente inferior al del antigeno de Eagle.

Por su débil contenido en lecitina, asi como por los tratamientos
previog nos ha resultado interesante para estudio y hemos buscado
una mayor pureza precisamente por tratamiento por Cl.Cd. Por
adieién de un exceso de solucién saturada alcohflica de Cl,Cd al
antigeno, se observa ligera opacificacién que se intensifica al dia
siguiente. Después de filtracién se repite la prueba con resultado
negativo, lo que demuestra ausencia de cantidades apreciables de le-
citina. Sometido este extracto (que llamaremos Mb) a la prueba
de fijacion de complemento con suero sifilitico, resulté proviéto de
intenso poder antigénico. Su analisis practicado por el Sr. Laffué
dié solo vestigios de P. y 0,056 gr. %/¢o de N. (unas 20 veces menos
ane el antigeno M).

En el esquema signiente figuran dos ensayos de fijacidén, con an-
tigenos distintos y la preparacién de ambos.

ESQUEMA N° 3.

Do
LTep

(6 ensayos con andigeno (B)

1o Extraccién por cloroforino acetona.
20 » > éter.
30 » » alcohol (ant. M., N 1,05 gr. %o P. 0,292 gr. %eu Ex. s.

15,8 gr. %0, I. iodo 28).

Ant. M 4 acetona . ............... Subst. sol. se eliminan

Trat. por éter .................... »  insol. » »

Extrace. por aleohol ........... ... Precipitac. por clor. cadmio

El pp. diluido 1/25 sol.f. El sobrenad. diluido 1/25 sol.f.

Suero +-c.c. ...... 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Ant. 1/25 cec...... 0,3 015 0,05 002 — 0,3 0,15 0,056 0,02
Sol. f.ec. ... — 0,15 0,25 0,28 0,3 — 0,15 0,25 0,28
Resultado ......... 0 0 0 0 H 0 0 0 0

Fijacién de 3 h. a 0°. Controles de antigenos més suero negativo H.
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Preparacién y ensayos con antigeno (Ma)

Digestién por pepsina, con HOL

Tavado con agua y secado a 37°

Extraceién por cloroformo acetona 1/20.

éter 1/40.

alcohol (ant. Ma).

Precip. por clor. cad. y eliminacién del pp.

Comprobacién de ausencia de lecitina, por clor. cad.

Desecacién y eliminacién del clor. cad. por lavado rdpido con agua (Mb).
Emulsién en sol. fis. 1/20.

10° Ensayo de fijacion. "

T
it
a

Suero +cee oo 0,18 015 0,15 0,15 0,15 —
Ant. 1/20 6.6 orrii. .. 0,3 015 005 0,02 — 03
Sol. f. ¢cCo it — 0,15 0,25 0,28 0,3 0,15
Resultado .................. 0 0 6 ph H H

Fijacién de 3 h. a

La experiencia primera muestra que en la fraccién probablemente
sin leciting hay antigeno y por ello repetimos el ensayo con otro
producto Ma, més purificado. Los resultados figuran resumidos en
los cuadros adjuntos. Agregaremos también que el producto libre
de leciting Mb, carece de poder anticomplementaric y rotatorio des-
trégiro.

DiscusIéw

T

ac

Un antigeno de mgo praectico se
formo aceténica y luego por éter,
Por su férmula de N. P. Ex. seco

consigue por ext
antes de la final por aleohol.
e I. iodo se acerca hastante al

de KEagle del que se diferencia por mayor I. icdo. Este producto
denominado por nosotros (M), por fraccionamiento y precipita-
cién con cloruro de cadmio, muestra que en él existe una fraccién
posiblemente libre de Iecitina, con alto contenido antigénico.

Un segundo antigeno conseguido en forma semejante, pero des-
pués de digestién clorhidro-pépsica, por tratamiento repetido con
Cl.Cd. ofrece una fraccién aparentemente libre de lecitina, con solo
vestigios de P. que posee alto poder fijador y nulo anticomple-
mentario.

CONOLUSIONES

Un antigeno de gran utilidad en el suerodiagndstico se obtiene
en la forma indicada y otro antigeno experimental de mayor pureza,
muestra que posiblemente sin lecitina y con solo vestigio de P. se
conserva el principio fijador de Wassermann.
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