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ESTUDIOS SOBRE METABOLISMO ENZIMATICO
DEL STREPTOMYCES GRISEUS

I. Actividad «-glucosidasa.

POR
Ramon OTERO ABALO y Benro REGUEIRO VARELA

INTRODUCCION

El metabolismo en general de los .Actinomicetales, y en particular
de los Streptomyces, ha sido objeto de numerosos trabajos, aunque, de-
bido a su complejidad, estos trabajos se han orientado a determinadas
partes o reacciones metabdlicas. Nosotros orientamos nuestro trabajo al
metabolismo de los enzimas.

Alimentacion de los Streptomyces.

Los Streptomyces, como todos los microorganismos, toman los ali-
mentos del medio exterior y los transforman, quedando unos en el inte-
rior y secretando otros en el medio. Para su alimentaciéon necesitan una
fuente de carbono, una fuente de nitrégeno y otros elementos. En rela-
cién con nuestro trabajo, nos interesa que el medio produzca condiciones
necesarias para el crecimiento del microorganismo y condiciones para la
produccion de un antibidtico, para poder establecer relaciones de meta-
bolismo.

A partir del medio de cultivo dado por Waksman (1945) para la
produccién de estreptomicina por el Streptomyces griseus, se han pro-
puesto otros muchos de tipo natural o tipo sintético, segtin los ingredien-
tes del medio, siendo de mas interés para nosotros los del segundo tipo,
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como los de G. C. Ainsworth y otros (1947), Thornberry y Ander-
son (1948), O’Brien, Wagman, Perlman (1952).

Elementos traza en nutricién de Streptomyces.

Observando los medios sintéticos, aparte las fuentes de carbono y
nitrégeno, necesarias en la nutricién de todos los microorganismos, los
Streptomyces necesitan un suministro de elementos metalicos en pequefia
cantidad ; es decir, de elementos traza.

Lepage & Campbell (1946), Thornberry (1946), Woodruff (1947),
va habian observado la necesidad de hierro, zinc y magnesio en la pro-
duccion de estreptomicina por el Streptomyces griseus. Chesters &
Rolinson (1950), notan que para el crecimiento del Streptomices griseus
se necesitan 0,5 ppm. de zinc, 0,2 ppm. de hierro y 0,05 ppm. de cobre.
LLa produccién de estreptomicina es igual en todos los casos, a no ser el
zinc que la aumenta algo; 50 ppm. de estes metales rebajan un 50 % la
producciéon de antibidtico. Mdis adelante, los mismos autores Chesters
& Rolinson (1951), ven que el zinc y el cobre son necesarios en creci-
miento y en produccién de antibidtico y que se necesita cinco veces
menos hierro para crecimiento que para produccion.

En general, de la observacion de todos los trabajos sobre relacién
entre elementos traza, crecimiento y produccién de estreptomicina por
el Streptomyces griseus se observan numerosas contradicciones experi-
mentales; esto puede deberse al empleo de diferentes razas de micro
organismos, en cuanto a sus necesidades nutritivas minerales.

Metabolismo del Streptomyces griseus.

Todos los elementos nutritivos que integran el medio tienen o cum-
plen una funcién en el metabolismo del microorganismo. Por ejemplo:
Dulaney & Perlman (1947), Dulaney & Hodges & Perlman (1947),
y Dulaney (1949), estudiaron la relacién entre el suministro de varios
azlicares y la produccién de estreptomicina. Hockenhull y colaboradores
(1954), estudiaron el metabolismo de la glucosa por el Streptomyces
griseus. En resumen, el metabolismo de aziicares por los Streptomyces
fue bastante estudiado. Lo mismo ocurre con el metabolismo nitrogenado
y el de los metales, en relacién con la producciéon de estreptomicina
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Realizando una revision sobre la nutricion de microorganismos,
j- L. Stokes (1952), se fija en la relacién entre la nutricién y la for-
macion de enzimas. Esta tiltima se relaciona con el suministro de iones
metalicos, factores de crecimiento y aminoacidos, durante la fase de
crecimiento. Una alteracién del metabolismo celular afecta especificamente
la formacién de determinados enzimas.

Enzimas de wmicroorganismos.

En los microorganismos, como en todos los organismos vivos, los
procesos metabodlicos se asocian a la actividad de los enzimas; en el caso
especial del Streptomyces griseus la formacidn de estreptomicina estard
afectada por el metabolismo de determinados enzimas. Estos enzimas
se afectan a su vez por determinados factores, entre los que podemos
sefialar: la relacién enzima/sustrato, el pH, los iones metalicos, etc.

Los enzimas que forman los microorganismos pueden ser: exocelu-
lares, si se encuentran en el-medio de crecimiento, y que son catalizadores
de reacciones hidroliticas, y endocelulares, que se encuentran dentro de
la célula y que toman parte en reacciones energéticas. En general,
cada especie de microorganismo posee un sistema enzimatico caracteris-
tico, que puede variar por diversas influencias, sobre todo por la com-
posicién del medio. Segtin éste, los enzimas pueden ser: constitutivos,
si el medio o sustrato no influye en su formacidn, y adaptativos, si su
formaciéon depende de la presencia de un sustrato especifico. La cons-
titucidén “actual” enzimdtica -de un microorganismo es una parte de su
constitucién ““potencial”, la cual se selecciona segiin las condiciones de
crecimiento. Los microorganismos estdn expuestos a la influencia del
medio externo, respondiendo a variaciones de éste, con la formacién
de enzimas adaptativos; esta respuesta se caracteriza por una reorgani-
zacién de la economia interna del microorganismo, por lo cual, la for-
macién de productos de metabolismo es diferente en cada caso. En resu
men, la constituciéon del medio afecta a la formacion de enzimas por los
microorganismos. El tipo de enzimas afecta' a su vez a la formacién
de productos de metabolismo; luego, variaciones en la constitucién del
medio afectan a la produccion final de sustancias de metabolismo. Pre-
cisamente este es uno de los objetivos que persigue este trabajo.
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En la parte experimental que se relaciona con los enzimas, se trata
~ de estudiar la forma de obtener dichos enzimas. Cuando se trata de los
de tipo exocelular, la cuestién es sencilla, pues basta centrifugar el medio
de cultivo para obtener un filtrado con actividad enzimitica posible.
Cuando se trata de estudiar los enzimas endocelulares, la dificultad es
grande y es dificil sefialar técnicas generales de obtencién.

Hugo (1954) realiza una revision de este problema y lo mismo
Colowick & Kaplan (1955). Sefialan que la eleccién de un método para
obtener un enzima intracelular depende de: raza microorganismo, faci-
lidad de ruptura de la célula, localizacién del enzima, etc. Y la posi-
bilidad de la futura determinacién depende mucho del tratamiento previo
a que se sometié el microorganismo.

De los diferentes tipos de tratamiento, el mis empleado es el de
desecacién, del cual existen varios sistemas, con sus ventajas y desven-
tajas (por aire, por vacio, liofilizacion y deshidratacién por disolventes
miscibles en agua); de todos, el filtimo es el mas sencillo y también el
mas eficaz en nuestro caso. .

El método consiste en afiadir a una suSpension de gérmenes diez
volimenes de acetona fria; los gérmenes se sedimentan y lavan con
acetona y éter; se evapora éste y queda un polvo seco de microorga-
nismos con sus enzimas, que muestran actividad cuando se afiade agua.
Este método lo emplearon numerosos autores, como Bernheim (1928),
Gale (1946), Plaut & Lardy (1949), Hochester & Quastel (1951), Gray
(1952), Wood & Gunsalus & Umbreit (1947).

Enzimas relacionados con metabolismo estreptomicina.

Hemos visto en todo lo anterior la relacion entre alimentos, enzimas
y produccion de estreptomicina.

Sabemos que existen cientos de enzimas diferentes y especificos dentro
de cada célula; como resulta imposible el estudio de todos ellos, nos
orientaremos hacia los que parecen tienen una mayor relacién con la
formacién de estreptomicina. Son estos: « — glucosidasa, «— mano-
sidasa, fosfatasas, lipasas, proteinasas.

El contenido de estos enzimas varia durante el crecimiento del micro-
organismo, Streptomyces griseus, correspondiendo un determinado nivel
a cada fase de desarrollo, pudiendo asi construir curvas de enzimas,
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que pueden relacionarse con las curvas de otros productos de metabolis-
mo. Variaciones en el suministro de alimentos pueden hacer variar las
curvas anteriores, entre las que se debe buscar correlaciones.

a- glucosidasas de microorganismos.

Muchos materiales de origen bioldgico poseen enzimas capaces de
hidrolizar glucésidos de origen natural. Siendo la estreptomicina un «-
glucésido, interesa estudiar el enzima especifico de estas sustancias. Este
tipo de enzima fue poco estudiado en los microorganismos, por lo que
pocas o ninguna referencia bibliografica podemos hacer sobre ellos.

Para su estudio se utiliza como sustrato el «-fenil-D-glucésido,
observando la hidrolisis por determinacion del fenol libre, como se indica
en la parte de métodos.

Nosotros estudiamos la actividad en «-glucosidasa del Streptomyces
griseus, tanto exocelular como intracelular. Estudiamos, a su vez, la
influencia de algunos factores (relacién enzima/sustrato, pH, magnesio,
hierro, zinc, manganeso) en este enzima. Por dltimo observamos la in-
fluencia de los componentes del medio en la actividad «-glucosidasa
exocelular e intracelular. Con esto se establecen algunas conclusiones
de interés para un mejor conocimiento del metabolismo del Streptomyces
griseus.

METODOS Y TECNICAS.

El microorganismo empleado en todas las experiencias es un Strep-
tomyces griseus, enviado desde Madrid por la Direccién de nuestro Ins-
tituto. Se conserva en tubos de tierra, preparados segin la técnica de
Backus (comunicacién personal). Las esporas se producen sembrando un
medio de esporulacién (glucosa, 1,00 % -} extracto levadura, 2,00 %
sulfato magnesio, 0,05 % -} fosfato dipotasico, 0,05 % - agar, 2,50 %
a pH: 7.0), buena esporulacién se produce a los siete dias a 25°.

Las fermentaciones se realizan en matraces Erlemmeyer, bien limpios,
de 1.000 c.-¢., a los que se afiaden 100 c. c. de medio de fermentacion.
Cada matraz se siembra con un c. c. de suspensién de esporas en agua
destilada, que da una turbidez de 70 (fotocolorimetro Kipp, filtro 55).

5
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La fermentacion se realiza en agitacién en un agitador de tipo vaivén,
que da go oscilaciones por minuto, con un recorrido de 10 cm. y contro-
lado a 30°. Una fotografia del agitador muestra la disposicién de los ma-
traces (Fig. 1). .

Como medio de fermentacién utilizamos dos: uno de ellos, que
llamamos natural, se compone de: harina de soja, 4,00 % -+ corn-

Fieura 1.

steep, 1,00 % -+ glucosa, 4,00 % - cloruro sodico, 0,25 %, ajustado
a pH, 7,00; el otro medio es de tipo sintético, y se compone de: corn-
steep. 0,10 % - sulfato amoénico, 1,00 % -+ nitrato sédico, 0,20 %
-+ glucosa, 4,00 % - cloruro sbédico, 0,30 % - fosfato dipotasi-
o, 0,10 % -+ carbonato calcico, 1,00 % y pequefias cantidades de sales
de magnesio, zinc, hierro y manganeso a pH, 7.5.

A intervalos de tiempo de fermentaciéon se toman muestras asépti-
camente a fin de efectuar determinaciones de pH, volumen de micelio,
aziicar remanente, estreptomicina, manosido - estreptomicina, actividad ¢ -
glucosidasa (en micelio y en filtrado).
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Cuando se sigue la marcha de una fermentacién, las cifras que se
dan representan el promedio de 20 matraces; cuando las determinacio-
nes se realizan al final de la fermentacion el promedio es de tres matraces.

Las determinaciones de pH se realizan en un pH-metro Beckman,
modelo G, por lectura directa.

La determinacién de volumen de micelio se hace por centrifugacién
de una muestra de caldo de fermentacién a 2.500 r. p. m., durante diez
minutos, observando el nivel alcanzado por el micelio de 10 c. ¢. de caldo
en un tubo graduado.

El azicar remanente se determina por el método de Shaffer & So-
mogyi (1933) para glucosa, para lo cual previamente se construye una
curva standard. Para las determinaciones de estreptomicina y manosido-
estreptomicina (estreptomicina B), seguimos los métodos quimicos ‘dados
por Grove & Randall (1955). Estos métodos se fundan en la adsorcidén
de la estreptomicina por una resina cambiadora de iones (empleamos
“Amberlita” I R C — 50), elucién de la misma y determinacién colori-
métrica. Esta determinacién se funda en la producciony de maltol cuan-
do se calienta la estreptomicina con un dalcali y luego afiade nitrato
férrico que desarrolla un color violeta que se observa en colorimetro
(aparato Kipp, filtro 53). La determinacién de manosido-estreptomicina
se funda en el desarrollo de color de la misma con antrona, que se ob-
serva en colorimetro (aparato Kipp, filtro 66).

Para la determinacion de la «-glucosidasa se utilizan micelios y
filtrados de caldos de fermentaciéon. Se centrifugan muestras de caldo
y el liquido se separa y utiliza directamente. El micelio se lava varias
veces y deseca después por adicion de acetona fria dos veces, éter frio
y evaporacién en desecador de vacio. El polvo que se obtiene se utiliza
como fuente de enzima intracelular.

Para la determinacién de actividad «-glucosidasa se utiliza la téc-
nica modificada que dan Hockenhull y colaboradores (1954) para la
manosidasa. Este método se funda en la determinacién de fenol libe-
rado por el enzima por el método de Gottlieb & Marsch (1946), fun-
dado en el desarrollo de color del fenol con la 4-aminoantipirina.

Utilizamos como sustrato el «- fenil - D - glucosido, preparado por
el Dr. I. Ribas, en el laboratorio de Quimica Organica de la Facultad
de Ciencias de Santiago, a quien expresamos nuestro agradecimiento.
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Como enzima utilizamos 100 mgr. de micelio desecado 6 5 c. c. de
filtrado de caldo. Se le afiade fosfato buffer a pH 7.6 y un c. c. de
«--fenil-glucosido, y se coloca todo en unos matraces especiales, que se
indican en la figura 2. Se pone en agitacién a vaivén. A las cinco horas
se retiran los matraces, afiade etanol de 96°, filtra y determina el fenoi
liberado en una muestra de un c. c. Para esto se afiaden: buffer de gli-
cocola, solucién de ferricianuro potisico y solucion de aminoantipirina;

2m§ 8cms.,
no° ¢

€

- B
3cms

) L

k 13cms |
Ficura 2.

se produce color debido al fenol liberado, que se mide colorimétrica-
raente (colorimetro Kipp, filtro 55), comparando después con una curva
standard de fenol.

EXPERIENCIAS Y RESULTADOS

Las experiencias realizadas en este trabajo pueden resumirse en los
cuatro apartados siguientes: a) Metabolismo del Streptomyces griseis
en medio natural y sintético; b), actividad «- glucosidasa exocelular e
intracelular del Streptomyces griseus; c), influencia de algunos facto-
res en la actividad ¢- glucosidasa; d), influencia de algunos componen-
tes del medio sintético en la actiivdad «-glucosidasa.
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a) Metabolismo del Streptomyces griseus en medio natural vy sintético.

Por los métodos anteriormente sefialados se realizan dos fermenta-
ciones, una en medio natural y otra en medio sintético. Los resultados
en el medio natural son los siguientes:

Horas pH Micelio Aziicar Estreptomicina Manosido — estrep.
0 6.50 15 % 5,23 R —
12 6.70 18 % — — —
24 6.40 28 % 4,30 — —
36 6.75 65 % — — —
48 7.30 85 % 3,06 645 —
60 6.85 85 % — — —
72 6.90 95 % — 1.000 32 %
84 6.80 77 % — — , —
6 6.80° 55 % 1,08 1.220 8 %

108 6.75 74 %o — — —

120 6.80 65 % 0,73 . 1.330 8 %

Las cifras de azticar indican el tanto por ciento del mismo que queda
en el medio. Las cifras de estreptomicina son unidades por c. c., y las
de manosido-estreptomicina el tanto por ciento de la misma en el medio
por ¢. c¢. La representacion grafica de la fermentacién es la figura 3.

Se observa crecimiento durante las primeras cuarenta y ocho horas;
después se produce autolisis del micelio. El pH se mantiene casi inva-
riable entre 6.5 y 7.5. El aziicar se va consumiendo durante toda la fer-
mentacion. La estreptomicina aumenta rapidamente a partir de las vein-
ticuatro horas, llegando a un méximo a las cien horas; en cambio la
manosido-estreptomicina disminuye rapidamente a partir de las setenta
y dos horas. Se ve relacién entre esta tltima y el azicar.
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A su vez, los resultados obtenidos en el medio sintético fueron los
siguientes :

Horas pH Micelio Azficar Estreptomicina Manosido--estrep.
o 6.80 4 % 4,75 — —
12 6.75 5 % — — —
24 5.90 18 %- 3,52 — —
36 5.95 75 P — — —
48 6.30 72 % 1,01 925 —
60 6.80 8o % — — —
72 7.10 63 % 0,55 940 16 %
84 7.40 40 % — — —
96 7.80 24 % 0,94 88o 10 %

108 7.80 20 % — — —

120 8.00 26 % 0,08 &go 9 %

Las cifras indican lo mismo que las expresadas en la fermentacion
anterior. La representacién grafica es la figura 4.

Se observa crecimiento durante las primeras cuarenta y ocho horas;
después se produce autolisis, muy rapida, del micelio. El pH se mantiene
alrededor de 7.0 durante las primeras setenta horas, para después subir
a 8.00 al final de la fermentacién. El azficar se consume rapidamente du-
rante las primeras cuarenta y ocho horas, a partir de las cuales queda
menos de un uno por ciento en el medio. La estreptomicina sube rapi-
damente de las veinticuatro a las setenta y dos horas, manteniendo y dis-
muyendo después este nivel maximo; la manosido-estreptomicina baja,
aunque mas lentamente que en el medio natural y menos.

Observando estas dos fermentaciones se pueden sefialar dos fases en
el metabolismo del Strepiomyces griseus, que, de acuerdo con Dula-
ney (1949), llamaremos de “crecimiento” y “envejecimiento”. Durante
la primera, aumenta el micelio, se consume rapidamente el azticar, el pH
se mantiene alrededor de 7.0 y se produce poco antibidtico. Se puede
fijar la duracién de esta fase, en las condiciones realizadas por nosotros,
de unas cuarenta y ocho horas. Durante la segunda fase, el micelio se
autoliza, disminuyendo rapidamente; el pH sube ligeramente (mdas en

11
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medio sintético que en natural), disminuye la velocidad de consumo de
azticar y se forma rapidamente antibidtico; al tiempo hay una ripida hi-
drolisis de manosido-estreptomicina, sobre todo en medio natural.

Observamos una correlaciéon entre crecimiento, consumo de azficar,
pH, formacién de estreptomicina e hidrolisis de manosido-estreptomicina.
Esta correlacion depende en parte de la alimentacién del microorganismo,
pues hay algunas diferencias entre el medio natural y el medio sintético.

Como complemento de estas experiencias se trata ahora de ver la
influencia que sobre el crecimiento poseen algunos de los elementos nu-
tritivos que pudieran considerarse innecesarios en el medio sintético.
Para esto realizamos unas fermentaciones, en las condiciones sefialadas
en la parte de métodos, solamente que reduciendo a la mitad o supri-
miendo alguno de los alimentos. Los resultados se observan a los doce
dias. El azicar se consumi6 en todos los casos y los resultados de mice-
lio y pH son los siguientes:

Medio Micelio pH Medio Micelio pH
NORMAL. ... 30 % 80 NORMAL. ... 30 % 8.0
/2 NOgNa ... 18 % 8,2 Sin NOjsNa... 15 % 8.2
Vocosl..... 28% 7.4 Sinc s L ... 25 % 6.7
2 Mg.. ... ... 20 % 81 Sin Mg. ... ... — —
Y2 Fe... ... ... 10 % 7,1 Sin Fe. ... ... — —
Y2 Mn. ... ... 10 % 7.3 Sin Mn. ... ... — —
Yo Zn... ... ... — —  Sin Zn. ... ... — —

En primer lugar se observa la falta de crecimiento, en ausencia de
magnesio, hierro, zinc y manganeso, y también aun cuando sélo exista
la mitad de zinc. Esto corrobora trabajos de otros autores, que sefialan
la necesidad de hierro, zinc y manganeso.

Viendo el crecimiento y pH en los medios en que hubo desarrollo se
observa, comparando con el medio normal, que. disminucién de hierro,
zinc y magnesio bajan el crecimiento. La disminucién del nitrato sédico
también baja el crecimiento y mucho mds si falta esta fuente de nitré-
geno en el medio. El corn-steep no ejerce mucha influencia en el creci-

12
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miento, en cambio si en el nivel de pH, que baja bastante en ausencia
de este elemento.

b) Actividad o--glucosidasa exocelular e intracelular del Streptomyces
griseus.

Se determina la actividad enzimética de micelios producidos en me-
dio natural y sintético, determinando también la actividad de filtrados
de medio sintético.

La actividad se expresa en diferencias de fenol liberado por una
muestra activa y otra inactiva (calentada a 100°/15 minutos). Como to-
das las muestras inactivas no dan liberaciéon de fenol, los resultados vie-
nen expresados por el fenol total liberado por la muestra. Los resultados
obtenidos por actividad intracelular (micelio) son:

Horas Sintético Natural
0 - -
12 735 —
24 150 - 645
36 15 9o
48 150 72
60 150 69
72 150 69
84 150 69
% 150 150
108 150 315
120 . 165 375

Las cifras expresan gammas de fenol total liberado por la accién en-
zimatica. La grafica que representa estos resultados es la figura s.

Se observa que en un medio natural, el contenido en «- glucosidasa
intracelular disminuye durante los primeras treinta horas, no varia de
treinta a noventa y seis horas y aumenta en las tdltimas veinticuatro
horas. Esto coincide con el consumo rapido de azicar en las primeras
horas.

13



14 Ramdn Otero y Benito Regueiro

En el medio sintético, el contenido en 4-glucosidasa intracelular baja
rapidamente durante las veinticuatro primeras horas y luego no varia
en todo el resto de la fermentacién. Esto coincide con un mayor consu-
mo de azticar duarnte las primeras veinticuatro horas que en el caso del
medio sintético.

En cuanto a los resultados de ¢-glucosidasa exocelular, se determina
ésta en filtrados de medio sintético, expresando la actividad en la mis-

fenol

1000 * e SINTETICO
" o NATURAL

800}

600}

400} ,

200}

0 26 48 729 120 HORAS
Ficura 5.

ma forma que se dijo anteriormente. Segtn esto, tales resultados son
los siguientes:

Horas... ... 24 48 72 96 120 144 168
Actividad... — — 180 270 180 120 135

Estas cifras indican gammas de fenol total liberados por accién en-
cimatica. Por ellas se observa que la «- glucosidasa exocelular disminuye
a partir de las noventa y seis horas. Parece existir cierta coincidencia
en la cantidad de enzima exocelular e intracelular.

14
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¢) Influencia de algunos factores en la actiidad «--glucosidasa.

Como deciamos anteriormente, en la actividad enzimética influyen
una serie de factores que interesa sefialar para la correcta caracteriza-
cion del enzima. Los estudiados por nosotros somn: concentracién de
enzima, pH, iones metalicos. Estos factores los estudiamos en la «- glu-
cosidasa intracelular (micelio) procedente de medio natural y de medio
sintético, para observar posibles diferencias. Los resultados son los
siguientes: B

Influencia de la relacion sustrato/enzima.

Determinamos la llamada constante de Michaelis, es decir, la canti-
dad de sustrato necesaria para que el enzima dé mas del 50 % de su
actividad. Experimentalmente realizamos esto con micelios de doce ho-
ras (medio sintético) y de veinticuatro horas (medio natural), que mues-
tran gran actividad «.glucosidasa. Se hacen controles con micelio in-

activado (100°/15 minutos), que en ningtn caso libera fenol. Los resul-
tados son los siguientes: '

Sustrato Fenol total Fenol tedrico %
250 153 o1 100
I.250 375 455 82,4
2.500 450 910 49,4
6.250 810 2.275 35,6
12.500 1.440 4.555 31,6

Medio sintético.

Sustrato Fenol total Fenol teérico %
250 153 9I 100
1.250 258 455 56,7
2,500 390 9I0 42,8
6.250 - 720 2.275 31,6
12.500 1.215 4.555 26,7

Medio natural.

15
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Todos los resultados se expresan en gammas de sustrato, fenol total
y fenol teérico. La grifica que expresa estos resultados es la figura 6.

La constante de Michaelis corresponde, en el caso de la «- glucosi-
dasa intracelular (micelio) en medio natural, a 1,25 mgr. de fenil-
glucosido; en el caso del enzima de medio sintético corresponde a
2,50 mgr. de fenil-glucésido.

Influencia del pH.

Existe un pH 6ptimo de actividad para cada enzima; nos interesa
conocer el que corresponde a la «-glucosidasa intracelular de medio
natural y de medio sintético: se preparan soluciones buffer para llevar
la actividad de enzima a diferentes pH; para pH, 6.0, 7.0, 8.0, se
utiliza buffer fosfato y para pH 9.0, se utiliza buffer glicocola. Se
observa el fenol liberado por c. ¢. de muestra a cada pH. Los controles
con enzima inactivo (micelio a 100°/15 minutos) no dan reaccion de
fenol. Los resultados son los siguientes:

pH- Sintético Natural
6.0 3,00 3,00
7.0 19,50 12,50
8.0 - 20,50 17,00
9.0 13,00 13,00

Se realiza también con micelios de doce y veinticuatro horas, res-
pectivamente. La grafica que representa estos resultados es la figura 7.

Se observa que el pH o6ptimo de «-glucosidasa es en los dos casos
de 7.8, es decir, de tipo alcalino y con mayor actividad la de medio sin-
tético.

Influencia de iones metdlicos.

Los iones metalicos tienden a aumentar o disminuir la actividad de
los enzimas. Interesa conocer la accién de los que intervienen en el me-
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tabolismo del Streptomyces griseus. Los que se estudian aqui son: mag-
nesio, hi_erro, zinc y manganeso. Las necesidades de éstos en crecimiento
ya se determinaron anteriormente. Veamos c6mo actiia cada uno sobre
la actividad «-. glucosidasa de los micelios de medios natural y sintético
de veinticuatro y doce horas, respectivamente.

Se sigue el método general de determinacién de actividad enzima-
tica, con la sola diferencia de adicionar diferentes cantidades de los me-
tales en forma de sulfatos (1 ¢. c.), que varian de concentracién mo-
lar (M) a 1 por 10-° molar. En todos los casos, los controles de enzima
inactivo (micelio a 100°/15 minutos) no dan liberacién de fenol. Los re-
sultados obtenidos son los siguientes:

Magnesio Sintético Natural Hierro Sintético Natural .
M 8,0 8,5 M 1,5 0,5
1,701 M 9,0 13,0 - 1.0t M 7,5 6,5
1.102 M 15,5 14,0 1.102 M 14,5 13,5
r.io—3 M 15,5 14,0 1.1073 M 16,0 15,5
r.io~t M 15,5 14,0 r.io* M 16,5 15,5

.10 M 15,5 14,0 r.io" M 16,5 16,0
— 16,0 14,0 - 10,0 15,5

Zinc Sintético Natural Manganeso Sintético Natural
M 0,0 0,0 M 6,0 6,0
.ot M 0,0 0,0 r.io~! M 12,5 10,0
1.;02 M 0,0 0,0 r.ro2 M 12,5 ' 12,5
r.ro—3 M 9,5 2,0 r.io02 M 12,5 12,5
1.700* M 16,0 11,0 1.io0* M 12,5 12,5
1.107°5 M 16,0 15,5 | 1.107°% M 12,5 12,5
— 16,0 15,5 — 12,5 12,0

Los resultados anteriores se dan en gammas de fenol por c¢. ¢. Las
graficas de los anteriores resultados son las figuras 8, 9, 10 y 11.
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Observando las cifras y graficas anteriores se deduce que las con-
centraciones minimas a las que actflan los diferentes metales sobre la
a-glucosidasa son, respectivamente:

Magnesio ... ... ... = 1I1.I10—2 M.
Hierro ... ... ... ... = 11073 M.
Zinc.. = 1.100° M.
Manganeso... ... ... = 1.100' M.

A partir de las concentraciones anteriores los iones metalicos men-
cionados disminuyen un 100 % la actividad enzimdtica, a excepcion del
magnesio, que sélo la disminuye un 50 %. De las cifras anteriores se
deduce también que la actividad «- glucosidasa estd muy relacionada con
el contenido en zinc del medio y menos con el de hierro. En el caso del
zinc a una concentraciéon de 1.10—? M, y en el del hierro a concentra-
cién M, se anula la actividad de este enzima.

d) Influencia de algunos coni}bonentes del wmedio sintético en la
actividad « - glucosidasa.

Esta parte experimental hay que realizarla con los componentes del
medio que permitan el crecimiento del micelio para poder utilizar éste
como fuente de enzima.

De estos componentes que permiten crecimiento se observa su in-
fluencia en la actividad «- glucosidasa, si se suprimen o se reduce su can-
tidad. Se estudia esto sobre la actividad exocelular y la intracelular.

21



22 Ramén Otero y Benito Regueiro

Se hace con cultivos de medio sintético; a los doce dias de fermen-
tacién, se prueban enzimas inactivos (micelio o filtrado a 100°/15 mi-
nutos), que no liberan fenol. Los demds resultados son los siguientes:

Medio Filtrado Micelio

Normal... ... ... — —
1/2 NO3N3. — —
Sin NOsNa... ... — —
Y2 corn steep ... —_ —
Sin corn steep... — —
% magnesio... ... — —
/5 hierro.. ... ... 1,5 —
/2 manganeso ... 1,5 —

En e] enzima intracelular no se observa actividad alguna, en ningu-
no de los casos; en el exocelular ocurre lo mismo, a no ser en los me-
dios en que se pone la mitad de ‘hierro y manganeso.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Tratamos de establecer una relacién entre la nutricién general del
Streptomyces griseus y su crecimiento y produccién de antibi6ticos. Para
esto seguimos su desarrollo en un medio natural y en un medio sintético,
seflalando la existencia de dos fases de metabolismo: crecimiento y enve-
jecimiento con caracteristicas propias. Al tiempo de observar la influen-
cia de los elementos nutritivos en general, vemos la influencia de algunos
iones metalicos en el crecimiento, con la necesidad de magnesio, hierro
manganeso y zinc para el desarrollo del mismo.

En relacion con la nutricion del Streptomyces griseus y también con
la produccién de sustancias de metabolismo, esta la produccién de enzi-
tnas por la célula. En relacién con éstos estudiamos aquellos que pueden
tener intervencidén en la biosintesis o degradacién de la estreptomicina.
¥n este primer trabajo estudiamos la produccién y caracteristicas de la
- glucosidasa, ya exocelular, ya intracelular.

22
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La glucosidasa intracelular (micelio), se produce tanto en medio na-
tural como sintético, y en gran cantidad durante las primeras veinti-
cuatro-treinta horas, lo que coincide con el ripido consumo de azticar,
para después no variar hasta el final de la fermentacion, a no ser en me-
dio natural que vuelve a producirse algo de enzima en las tltimas vein-
ticuatro horas. Estos resultados coinciden en parte con el metabolismo
de la «- glucosidasa exocelular.

Estudiando a continuacién los factores que pueden influir en la ac-
tividad « - glucosidasa, tanto de medio natural como de medio sintético,
se observa que la constante de Michaelis corresponde en el caso del en-
zima intracelular en medio natural a 1,25 mgr. de sustrato, mientras -
que el procedente de medio sintético corresponde a 2,50 mgr. de sustrato.
El pH 6ptimo de actividad es en los dos casos de 7.8. Los iones metalicos
influyen en la actividad del enzima, tanto procedente de medio sintético
como natural, a partir de una determinada concentracion, que en nuestro
caso es: 1.10—2 M. para el magnesio, 1.10—2 M. para el hierro, 1.10—5 M.
para el zinc y 1.10—? M. para el manganeso; a partir de estas concentra-
ciones baja la actividad «-glucosidasa en un 100 %, a no ser el mag-
nesio que lo hace en un 50 %. El zinc a concentracién 1.10—* M. y el
hierro a concentracién M. inhiben completamente la actividad «-gluco-
sidasa del Streptomyces griseus.

SUMMARY.

In the present paper we try to establish a relationship between the
production and characters of «- glucosidase and the biosynthesis or
degradation of streptomycine.

During the fermentation of streptomycine, the exo-« and endo- « -
glucosidase has an optimum in production after 24-30 hours which coin-
cides with the most rapid consumption of sugar.

The most important factors having an influence on the activity of
this enzyme are being studied, such as: their Michaelis’s constant, the
optimum pH and the concentration of some metallic ions such as mag-
nesium, zinc, irén and manganese.
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C. S IC
INSTITUTO «FAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA
SECCION DE VIRUS

DETERMINACION DE ANTICUERPOS FIJADORES
DEL COMPLEMENTO EN SUEROS DE CONEJOS
INMUNIZADOS CON VIRUS ANTIVARIOLICO

(Conclusidn.)

PQR
Maria peL Rosario pe ZUAZO AGUIRRE

Suero nimero 26.

Procedente de conejo inoculado con el liquido sobrenadante obtenido
tras centrifugar un triturado de pulpa vacunal de ternera suspendido al
2 % en caldo glucosado ajustado a pH 8 y con un filtrado obtenido a par-
tir del mismo liquido, en las suspensiones de 1/100, 1/200, 1/400 v 1/800,
partiendo de centrifugado y filtrado puro. Virus activo. Sangria, a los
veinte dias de la inoculacidn, repitiéndose ésta cada diez dias.

ESQUEMA DE LAs LESIONES A LOS CINCO DfAs.

Diluciones. ... ... ... ... ...| Puro 102 | 202 | 40~% | 80?2
Centrifugado ... ... ... ... ...| 30mm. | 20mm. | 18 mm, | 17 mm. | 17 mm.
Filtrado ... ... ... ... ... ...| 20 — 10 — 9 — 9 — 8 —

65
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TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero ... ... ... ... ...|Puro| 1/2| 1/5|1/10|1/20|1/40| 1/80|1/100
£s :
b 8_u.> 1.* sangria, a los 2o dias...... 41414132+ 0] 0

T~

go |2 » 30 7 4144320 0]0

e

B2 |s0 ” 40 7 4| 4|4a(3/2/0|0]0

< .2

Control suero... ... «.. vee vee vee oo .| 0L O] 0] 0] 0} O 0 0

Resultados obtenidos con el suero nitmero 20.

Con antigeno de embrién de pollo:

Primera sangria, a los veinte dias ...

Segunda sangria, a los treinta dias... ... ... ... ... ... ...
Tercera sangria, a los cuarenta dias ...... ... ... ... .

Muere a los cuarenta y cinco dias.

T/TYLo
7:700 <

780 -
—Antigeno de embrién de pollo.
140 -
1°20 -
110 4
°5 4
72 -
PUYRO

Titulo 1/20
— 1I/20

. — 1/20

DIAS 10 20 20 40 SO 6D 7D &0 90

Curva 9.
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Suero nimero 30.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera al 1/10, en las suspensiones de 1/100, 1/1.000,
1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000 en glicerina y en solucién salina.
Virus activo. Sangria a los quince dias.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DfAS.

Diluciones. ... ... ... ... .| 10727 1073 | 10=* | 105 | 106
Glicerina... ... ... .o v ool 29 mm. | 17 mm. | 13 mm. | 11 mm. 5 mm.
Solucién salina... ... ... ...| 24 — 18 — 16 — 15 — 14 —

TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero . ... ... ... .| Puro| 1/2 | 1/5 | 1/10]1/20|1/40|1/80|1/100

% Pulpa vacunal de ternera,al1/7| 4 | 4 | 3 3 2| 2 + 0
:ﬁ%ﬂ Testiculo de conejo, al 1/6 ...| 4 4 3 3 2 2|1 0
Membranas alantoideas, al 1/6.| 4 4 4, 3 3 312 |1

Control suero... ... ... ... «eo veo | 2 1 0 0 0 010 0

Resultados obtenidos con el suero wnitmero 30.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera... ... ... ... ... Titulo 1/40
Con antigeno de testiculo de conejo. ... ... ... ... ... ... — 1/40
Con antigeno de membranas alantoideas. ... ... ... ... ... ... — 1/8o
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Maria del Rosario de Zuazo

Suero niimero- 31.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera al 1/10, en las suspensiones de 1/100, 1/1.000,
1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000, en glicerina y en solucién salina.
Virus activo. Sangria, a los quince dias de la inoculacion.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DiASs.

Diluciones. ... ... ... .. .| 1072 | 10=% | 10—* ’ 10-3 | 100
i |
|
Glicerina.. ... ... . oo «..| 20mm. | 10 mm. 8 mm. 7 mm, 2 mm.
Solucién salina.. ... ... ..| 21 — 11 — 10 — 7 = 3 =
TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero ..{Puro 1/2 | 1/5 |1/10 | 1/20 |1/40 | 1/80 |1/100
Pulpa vacunal de ternera,al1/7| 3 3 3 3 2 0 0 0
Testiculo de ccnejo, al 1/6 ...| 3 3 3 2 1 0 0 0
Pistulas piel conejo, al 1/2 ...| 3 3 2 | + 0 0 0 0

2

o | Neurovacuna avirulento; puro| 2 1 0| 0] 0 0 0 0

P

é Neurovacuna virulento, al 1 /3. 3 3 2 2 0 0 0 0
Cerebro virul. de ratén, b) 1/3.| 2 2 2| + 0 0 0 0
Membranas alantoideas 1/6 ...| 4 4 313 2 -1 0 0
Embrién de pollo, al 1/5 ...... 3 3 31 2 1 0 0| 0

Control suero... ... ... ... .. oo ...| 0 0 0 0 0 0 0 0
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Resultados obtenidos con el suero nimero 3I.

Con
Con
Con
Con
Con
Con
Con

Con

pulpa vacunal de ternera. Titulo 1/20
antigeno de testiculo de conejo... — 1/10
antigeno de pustulas de piel de conejo. ver een — I/5
antigeno de neurovacuna avirulento (purlflcado) ...... — puro
antigeno de neurovacuna virulento (soluble) ... ... ... — 1/10
antigeno de cerebro virulento de ratén b)... ... ... ... — 1/5
antigeno de membranas alantoideas ... ... ... ... ... ... — 1/20
antigeno de embrién de pollo — 1/20
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Suero mimero 34.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera, en las siguientes suspensiones, en solucion
salina: 1/10, 1/190, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 y I./1.000.000.
Virus activo. Sangria, a los catorce dias de la inoculacion.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO Dias.

Diluciones ... ... 10! 10—2 103 10—¢4 10?2 10—9

Solucién salina...| 26mm. | 20mm. | 16 mm. | 10mm. | 4mm. | 0mm.

TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero.. ... ... ... ...| Puro| 1/2 | 1/5 [ 1/10 {1,20|1/40 | 1,80 |1/100

Pulpa vacunal de ternera, al1/7| 4 4 3 2 2 1 0 0

Q

& /

\go Testiculo de conejo, al 1/6 ...| 4 3 3 2 2 1 0 0
g

< | Membranas alantoideas, al 1/6.| 4 | 4 | 4 | 3 2| 2 1 0

Control suero... ... ... ... vev vee ool O | 0 0 0 0 0 0 0

Resultados obtenidos con el suero miwmero 34.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera... ... ... ... ... Titulo 1/20
Con antigeno de testiculo de conejo... ... ... ... ... .. ... — 1I/20°
Con antigeno de membranas alantoideas. ... ... ... ... ... — 1/40
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Suero nimero 35.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de termera, en las siguientes suspensiones, en solucion
salina: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, I/100.000 y I./1.000.000.
Virus activo. Sangria, a los trece dias de la inoculacién.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DiAs.

10—¢ ll 10—2% | 106

Diluciones ... ... 10! 10—2 10—32

Solucién salina...| 22 mm, | 18 mm, 13mm.I 8 mm. l 3 mm. 0 mm,

l |

T1TULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero.. ... ... ... ...|Puro| 1/2 | 1/5 |1/10{1/20|1/40|1/80 |1/100
g | Pulpa vacunal de ternera, al 1 /70 4 3] 31312 +]|0}0
)

f:f Testiculo de conejo, al 1/6 ... 3 | 3 | 3| 2 | 2 | 1 0| 0
<

Membranas alantoideas, al 1/6.| 4 | 3 3 3 3 2 1 0

Control suero... ... ... ... v veo o] 0O 0 0 0 0 0 0 0

Resultados obtenidos con el suero miimero 35.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera ... ... ... ... ... Titulo 1/20
Con antigeno de testiculo de conejo ... ... ... .o. ooo oo ... — I/20
Con ant‘geno de membranas alantoideas... ... ... ... ... ... — 1/40
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Suero nitmero 36.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera, en las siguientes suspensiones, en solucion
salina: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000. Virus
activo. Sangria, a los doce dias de la inoculacion.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DIAs.

-~

Diluciones ... ... 10—t | 1072 | 1073 | 10=* | 10=% | 10—°¢
Solucién salina...| 24mm. | 20mm. | 15mm. | 10 mm, 6 mm, 0 mm
TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero... ... ... ... ...| Puro| 1/2 | 1/5 |1/10|1/20|1/40|1/80 1/100
2

o | Pulpa vacunalde ternera,al1/7| 4 | 4 3 3 2 1 0| 0
é Membranas alantoideas, al 1/6.| 4 4 3 3 3 2 1 0
Control suero... ... ... .. «oo woo | 0O 0 0 0 0 0 0 0

Resultados obtenidos con el suero nimero 36.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera... ... ... ... ...
Con antigeno de membranas alantoideas... .
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Suero niimero 37.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa wacunal de ternera, en las siguientes suspensiones, en solucién
salina: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 Vv 1/1.000.000. Virus
activo. Sangria, a los once dias de la inoculacion.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DiAS.

Diluciones ... ...| 10~ | 10=2 | 10—% | 10=%* | 10=% | 10—°

Soluci6n salina...| 21 mm. | 18 mm. | 16 mm, | 13 mm. | 6 mm. 2 mm,
TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero.. ... ... ... ...|Puro| 1/2 | 1/5 |1/10|1/20 | 1/40 | 1/80|1/100]

2 |

o | Pulpa vacunal de ternera,al1/7, 3 3 3 2 1 + 0 0

a8

é Membranas alantoideas, al 1/6.] 3 3 3 3 2 1 + 0

Control suero... ... ... ... vev e ol 0 0 0 0 0 0 0 0

Resultados obtenidos con el suero nimero 37.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera... ... ... ... ...

Con antigeno de membranas alantoideas. ...

Titulo 1/10

— 1/20
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Suero nimero 38.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa wacunal de termere, en las siguientes suspensiones, en solucién
salina: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, I/100.000 y 1/ 1.000.000. Virus
activo. Sangria, a los diez dias de la inoculacién.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DiAs.

Diluciones ... ... 10! 10—2 103 10—4 105 106
Solucién salina...| 20 mm. 15mm. | 10 mm. 6 mm, 3mm. | 0mm.
TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero ... ... ... ... ...|Puro|1/2|1/5|1/10]|1/20{1/40{1/80 |1/100

l\\ N
g —5 1. sangria, a los 10 dias...... 31313 (2|t]+]0 0
5 %
&g 2 100 7 . 312(2|+|o0ololo]o
g g
o S| 32 ” 230 7 ... 212|110 0}0;0 0
g3
N ':'g 42 ” 270 " .. 21+10]0]0}07]O0 0
e

=]
<8 s " 305 7 2|+|0ojoflojo|of o
n |
«
§’§ - 0 7 3(3|2|2|1|1]0]0
év‘_." 2. ” 190 7 ... 313|122 |1]01]0 0
88 s 7 207 303221 ]olo]o0
0 2
52| 4 ” 270 7 ... 3(3(2(211lo0j0] o0
X
2] s ” 305 7 ... 3/3(2|1]0]0]|0]| O
Control suero ... ... oo veo voe e vee o] 01 O 1 0O | O cf(0]0 0
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Resultados obtenidos con el suero nitmero 38.
Con antigeno de pulpa vacunal de ternera:
Primera sangria, a los diez dias... v Titulo 1/10
Segunda sangria, a los ciento noventa dias ... ... ... ... ... — 1/5
Tercera sangria, a los doscientos treinta dias ... — 1/2
Cuarta sangria, a los doscientos setenta dias... ... ...’ — puro
Quinta sangria, a los trescientos cinco dias ... ... ... — puro
Con antigeno de membranas alantoideas:
Primera sangria, a los diez dias ... ... ... e Titulo 1/10
Segunda sangria, a los ciento noventa dias ... ... — 1/10
Tercera sangria, a los doscientos treinta dias ..- ... — 1/10
Cuarta sangria, a los doscientos setenta dias ... — 1/10
Quinta sangria, a los trescientos cinco dias... ... — 1/5
TiTYio
2:100 + . — — ——Antigeno de membranas alantoideas.
1:600 + — . —.—Antigeno de pulpa vacunal de ternera.
1°40 T
o
120 T
210 1 — L T T e e -
——, —_— \\\
M- ’ e—re——. ~
~.,
. : SN
r2 | S
\\
PYRO 1 st e ¢ e
. N P — L L
\ ) 3 U T
ous 10 90 280 270 305
Curva 10,
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Suero niimero 39.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de termera, en las siguientes suspensinoes, en solucion
salina: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000, y 1/1.000.000. Virus
activo. Sangria, a los nueve dias de la inoculacién.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO Dfas.
Diluciones ... ...| 10— 10=2 | 10=% | 10=* | 1075 | 10—°
Solucién salina...| 26 mm. | 25 mm. | 20 mm. | 15 mm. 5 mm, 0 mm.
"™ TITULACION DEL SUERO.
|

Diluciones del suero.. ... ... ... ...|Puro| 1/2 | 1/5 | 1/10]1/20 | 1/40 1/80|1/100
2

Y | Pulpa vacunalde ternera,al1/7| 3 3 3 2 1 + 0 0
=

é Membranas alantoideas, al 1/6.| 4 3 3 3 2 1 0 0
Control suero... .. ... ... v oo oo 0 0 0 0 0 0 0 0

Resultados obtenidos con el suero mimero 39.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera... ... ... ... ...

Con antigeno de membranas alantoideas ...

76

Titulo 1/10
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Suero nimero 41.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera, en las suspensiones siguientes, en solucién
salina: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000. Virus
activo. Sangria, a los siete dias de la inoculacién.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DfAs.

Diluciones ... ... 101 | 102 |. 103 | 10—=* | 10=% | 1076
Solucién salina...| 25 mm. | 20 mm. | 16 mm. | 10 mm. 6 mm. 3 mm.
}
TITULACION DEL SUERO.
Diluciones del suero.. ... ... ... ...|Puro | 1/2 | 1/5 | 1/10|1/20|1/40|1/80,1/100
% Pulpa vacunal de ternera,al1/7| 4 4 3 2 2 1 0 0
%’ Testiculo de conejo, al 1/6 ...| 3 3 2 2 1 0 0 0
Membranas alantoideas, al 1/6.| 4 | 4 | 3 | 2 | 2 110] 0
Control suero... ... ... ... ... .. ...l 0 0 0 0 0 0 0 0

Resultados obtenidos con el suero nitmero 41I.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera... ... ... ... ...

Con antigeno de testiculo de conejo... ... ... ... ... ... ...
Con antigeno de membranas alantoideas... ... ... ... ... ...

Titulo 1/20
— 1/10
—. I/20

17



38 Maria del Rosario de Zuazo

Suero nimero 42.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera, en las siguientes suspensiones, en solucién
salina: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000. Virus
activo. Sangria, a los seis dias de la inoculacion.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DiAs.

Diluciones ... ... 101 102 | 10=% | 10=* | 10~5 | 106

Solucién salina...| 22mm. | 18 mm. | 15 mm, | 10 mm. 7 mm-* 3 mm.

TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero.. ... ... ... ...|Puro| 1/2 | 1/5 |1/10|1/20|1/40|1/80|1/100
- _

§0 Pulpa vacunal de ternera,al1/7| 3 |- 3 2| 2 1 0| 0 0
é Membranas alantoideas, al 1/6| 4 3 2| 2 1 0 0 0
Control suero... ... ... .. oo o ol 0 0 0 0 0 0 0 0

Resultados obtenidos con el suero nimero 42.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera ... ... ... ... ... Titulo 1/10
Con antigeno de membranas alantoideas. ... ... ... ... ... — 1/10
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Suero niimero 43.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera, en las siguientes suspensiones, en solucién
salina: 1/10, 1/100, 1/1.900, 1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000. Virus
activo. Sangria, a los cinco dias de la inoculacién.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DfAs.

Diluciones ... ... 10! 10—2 | 103 | 10—=* | 10=% | 109

Solucién salina...| 24 mm. | 20 mm. | 15 mm. l 9 mm, 6 mm. 3 mm.

TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero.. ... ... ... ...|Puro| 1/2 | 1/5 [ 1/10|1/20| 1/40|1/80|1/100

Pulpa vacunal de ternera,al 1/7| 3 2 2 1 0 0 0 0

)
&
go Testiculo de conejo, al 1/6 ...| 2 2 0 0 0 0 0 0
< Membranas alantoideas, al 1/6.| 4 | 3 | 2 | 2 1 0} 0] 0
Control suero.. ... v v o e | 0L O] O] O O] 0| O} 0

Resultados obtenidos con el suero nitmero 43.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera... ... ... ... ... Titulo 1/5
Con antigeno de testiculo de conejo... ... ... veo oo oo oe.  —  I/2
Con antigeno de membranas alantoideas. ... ... ... ... ... — 1/10
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Suero nilmero 44.

- Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera, en las siguientes suspensiones, en solucién
salina: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000. Virus
activo. Sangria, a los cuatro dias de la inoculacion.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DIAS.

Diluciones ... ... 10— ! 10=2 | 10~3 | 10—4 | 10=% | 10~°

Solucién salina...| 15 mm. | 10 mm. 8 mm. 3 mm. 0 mm. 0 mm.

" TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero . ... ... ... .. | puro| 1/2 | 1/5 | 1/10|1/20| 1/40| 1,80 (1/100
% Pulpa vacunalde ternera al 1/7| 2 1 0 0 0 0 0 0
*g Testiculo de conejo, al 1/6 ...! & | 0 0 0 0 0 0 0
< Membranas alan‘oideas, al 1/6.| 2 2|1 +10 0] 0|0 0
Control suero... ... ... ... woo oo | O 0 0 0 010 0 0

Resultados obtenidos con el suero wimero 44.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera ... ..."... ... ... Titulo puro
Con antigeno de testiculo de conejo ... ... ... oo voo coo ... — O
Con antigeno de membranas alantoideas... ... ... ... ... ... — 1/2
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Suero niimero 49.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera, en las suspensiones de 1/10, 1/100, 1/ 1.000,
1/10.000, 1/100.060 ¥ /1.000.000, en solucién salina. Sangria, a los tres
dias. '
‘ ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS TRES DIAS.

Diluciones ... ... 10—1 ‘ 10— 2 10—3 10—4 103 10— 6

Solucién salina...| 10 mm. ‘ 7 mm. 3 mm. 0 mm. 0 mm. 0 mm.

EsQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO Dias.

Diluciones ... ... 101 ' 10=2 | 10=3 | 10=* | 107% | 10~
Solucién salina...| 25 mm. | 20 mm. | 15 mm, | 16 mm. | 10 mm. | 7 mm.
TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero .. ... ... ... ... ...| Puro|1/2|1/5 1/10|1/20(1/40 ] 1/80(1/100
2 g : 1.* sangria,alos 3dias..| 4+ | 0 | O | O.| O | O 0 0
g so | e » s " 3l2]2|1|o]o]o]o
gg2 5 ” I 4 | 4|3[|3(3|2|+]0
<Bg |4 20 4| 4la|3 32|10

Nl

BEY | ge ” 3 ololojoflo]o o]0
29 | 2o ” P 212|2]1]o0flojo] o
22 | 30 » o 4 (413|321 ]l0]o0
L85 | 4 " g 4433|2200
TR ET w3 o f1|+|olojolofo]o
gE8w0 | 2 ” 5 7 .3 (322|000
£587 | 3t g I 4443|3210
<ES | s g vl alalal3|3l2l1]o0
Control suero.... ... ... vov ver ver vee e | O 0] 0 0] 0 0 0 0
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Resultados obtenidos con el suero nimero 49.

Con antigeno de pulpa wvacunal de ternera:

o (1)

Primera sangria, a los tres dias ... ... ... ... ... ... ... ... Titulo
Segunda sangria, a los cinco dias... ... ... ... ... ... ... .. — 1/5
Tercera sangria, a los once dias ... ... ... ... ... ... ... — 1/40
Cuarta sangria, a los veintinueve dias. ... ... ... ... ... ... — 1I/40
Con antigeno de testiculo de comejo:
Primera sangria, a los tres dias ... ... ... w.. ... ... ..l Titulo o
Segunda sangria, a los cinco dias... ... ... ... ... ... ... .. — 1I/5
Tercera sangria, a los once dias ... ... ... ... ... ... ... .. — 1/20
Cuarta sangria, a los veintinueve dias. ... ... ... ... vee e — I/40

Muere el conejo a los treinta dias.

Con antigeno de alantoides:

Primera sangria, a los tres dias ... ... ... ... ... ... ... ... Titulo
Segunda sangria, a los cinco dias... ... ... ... oo e .. ... —_
Tercera sangria, a los once dias ... ... ... ... ... ... ... e —
Cuarta sangria, a los veintinueve dias. ... ... ... —

TITUL0

1:100- — — —Antigeno de membranas alantoideas.

—. — .—Antigeno de pulpa vacunal de ternera.
7.80 — o0 — 0 —Antigeno de testiculo de conejo.
up - T Ty e

7.20

1°710 4 g

1°5 A

1.2 -

PUROA

T 1
PusS3 S ” 29

CURVA II.

(1) El suero puro presenta una fijaciéon de —.

0(?)
1/10
1/40
1/40

(2) El suero puro presenta una fijacién de 1, y diluido al 1/2, una fijacién de —+.
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Suero niimero 50.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera, en las suspensiones de 1/10, 1/100, 1/1.000,
1/10.000. 1/100.000 y 1/1.000.000, en solucién salina. Primera sangria,
a las veinticuatro horas.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LAS VEINTICUATRO HORAS.

Diluciones ... ... 10! 10— 2 10—3 | 10—¢ 10—% | 10—6

Solucién salina...| 6 mm. 3 mm. 0 mm. 0 mm. 0 mm. 0 mm.

Se aprecian dos pequefias lesiones.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS DOS Dias.

Diluciones ... ... 10—# ’ 10 —2 103

10=* 10—° ’10—6

Solucién salina...| 12 mm. ' 8 mm. 3 mm. 0 mm. 0 mm, ' 0 mm.

Se aprecian tres lesiones.

Segunda sangria, a los dos dias.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS TRES DfAS.

Diluciones ... ..| 10—=! | 10—2 | 10=3 | 10—*¢ (10—5 10—°

Solucién salina...| 18 mm. | 12 mm. 4 mm. + mm. . 0 mm. 0 mm.

Tercera sangria, a los tres dias.

EsQuUEMA DE Las LESIONES A LOS CINCO Dias.

Diluciones ... ... 10—! | 10—2 | 103 | 10=* | 105 0—*

Solucién salina...| 18 mm. 9 mm. 6 mm. 3 mm. 1 mm. { mm.

Cuarta sangria, a los seis dias.
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TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero... ... ... ... ... Puro|.1/2-| 1/5 |1/10[1/20]1/40] 1/80]1/100
‘éél\\ 1.* sangria, a las 24 horas| 0 | 0 | 0 | 0 | 0 | 0| O 0

ég_g—; 2> " aloszdas..| 0|00 0}]0)0]O0 0
= a?} g1 3r . ? » 3dfas .| | 0] O0O]O0}0]0]|O0 0
<gEE|ar 7 vedas. 2 |2|1]+|0]0]0]0

%_g\g 1.t ”? 24 horas| 0 | 0} 0 O] 00,0 0

%%—5‘ 2.2 » alosz2das..| 00| 0|0 ;0] 0] O 0

\%oé .g. 3.2 ’ 7 3 dias .. 0 0 010 0 0 0 0

<88 |40 " 6das .| 2 |1 |+]0].0]0]| 0|0
] gi I " 24 horas| 0 [ O | O |O0O|O0O}] O} O 0

2 § So | 20 ” alosszdas .| ] 0]0]0]0]0] O 0
8.9¥ S

‘%Dgg 3 “ 3dias .| L[V E£] 0[]0} 0] 0] O
< E% 4.2 ? ” 6 dias ..| 3 2 2 1 0 0 0 0

Control suero. ... ... «. .o ... ... w0000 0100 0
Resultados obtenidos con el suero niimero 50.

Con antigeno de pulpa vacunal de termera:
Primera sangria, a las veinticuatro horas ... ... ... ... ... Titulo o
Segunda sangria, a los dos dfas ... ... ... ... ... ... ... ... — O
Tercera sangria, a los tres dias ... ... ... ... ... ... ... ... — o(1)
Cuarta sangria, a los seis dias ... ... ... ... ... .. .. ... ... — 1/2
Con antigeno de testiculo de comejo:

Primera sangria, a las veinticuatro horas ... ... ... ... .... Titulo o
Segunda sangria, a los dos dias ... ... ... ...« ol e oeh — O
Tercera sangria, a los tres dias ... ... ... ... ... .. .o ...  — O
Cuarta sangria, a los seis dias... ... ... ... ... ... ... ... ... — puro

(1) El suero purd presenta una fijacién de —+.
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Con antigeno de wmembranas alantoideas:
Primera sangria, a las veinticuatro horas ... ... ... ... ... Titulo o
Segunda sangria, a los dos dias ... ... ... ... ... ... ... ... — 0{I)
Tercera sangria, a los tres dias ... ... ... ... ... ... ... ... — 0(2)
Cuarta sangria, a los seis dias ... ... ... ... «ov cov oo i oe.. —  1/5

Muere el animal inmediatamente después de la cuarta sangria.

1’700 , .
-— — —Antigeno de membranas alantoides.
60 - —. — .—Antigeno de pulpa vacunal de ternera.
— 0— o —Antigeno de testiculo de conejo.
140
1:20 -
'."0 9
74.5 -1 7
//
r2 4 / -
// '/' .
B - 0.7
PURO _ ,’/ /. /o/
=m—= "—///o/o
(S T T T T T
ome 1 2 3 4 S 8 7 & 9
Curva 12.

(1) El suero puro presenta una fijacién de —+.

(2) El suero puro y la dilucién al 1 /2 presentan una fijacién de 1, y la dilucién
al 1/5, una fijacién de —=+.

Y

85



46 Maria del Rosario de Zuazo

ESTUDIOS DE NUESTROS EXPERIMENTOS

Antigenos.

De los diez antigenos preparados y ensayados, tan sélo uno, el de
cerebro virulento de ratén en su porcién (a), fué desechado por su poder
anticomplementario. Los de pustulas de piel de conejo y de neurovacuna
avirulento no pusimos interés en reponerlos después de los primeros
ensayos en que dieron un bajo titulo.

Para la titulacién de nuestros antigenos sélo utilizamos el suero nfi-
mero 13, procedente de un conejo albino de gran peso (2,700 grs.), que
nos proporcioné suero suficiente para ser primeramente ensayado {rente
a la mayoria de los antigenos y posteriormente para la definitiva titula-
cién de todos. Este proceder nos ha permitido establecer una gradacién
de titulos sin los errores propios de las diferencias individuales que im-
prime cada conejo a su suero.

En el curso de nuestras experiencias hemos podido comprobar que
los antigenos de bajo titulo, pistulas de piel de conejo (1/2), neurova-
cuna avirulento (1/2), ‘neurovacuna virulento (1/3), y cerebro de ratén
en su porcion (b) (1/3), fueron los menos sensibles ante los sueros més
ricos en anticuerpos fijadores del complemento. También pudimos com-
probar que el de pulpa vacunal de ternera que fué el de titulo mas alto
(1/7) y demostr6 ser un gran antigeno, no llegd a la sensibilidad de los
preparados con elementos embrionarios de huevos de gallina incubados.

Sueros.

" Los conejos correspondientes a los sueros ntimeros 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
& o, 10, 11 y 40, fueron inoculados con suspensiones de embrién de
pollo en punturas intradérmicas.

En el animal correspondiente al suero niimero 5, el virus fué inocu-
tado después de una permanencia de cincuenta dias a temperatura de
18° a 22° C. Las punturas dieron lugar a pequefias lesiones y la sangria
se efectud a los ciento nueve dias.

La atenuacién del virus y la fecha de la sangria, pudieron ser las
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causas del bajo titulo obtenido frente a dos de nuestros mejores anti-
genos. (Véase esquema y titulos.) ‘

El animal correspondiente al suero nimero 6 fué inoculado con virus
ligeramente atenuado (treinta y cinco dias a temperatura de 18° a 22° C.)
Las punturas dieron lugar a lesiones normales, y la sangria se efectu6
a los treinta y ocho dias.

Este suero present6 la particularidad de haber dado titulo alto frente
a los antigenos utilizados y un gran poder anticomplementario.

Los sueros nimeros 10 y 11, correspondientes a conejos que  pre-
sentaron grandes lesiones y fueron sangrados a los veintitrés d'as, die-
ron titulos muy altos. El nimero 10, con los tres antigenos que se uti-
lizaron, y el nimero 11, con dos de ellos, en contraste con el bajo
titulo conseguido por este ultimo frente al antigeno, de cerebro de
ratén (b).

El suero mitmero 40, correspondiente a un conejo con pequefias le-
siones en las punturas de las suspensiones 1/10.000 y 1/100.000 inapre-
ciable en la 1/1.000.000. Se le efectuaron cinco sangrias. La primera, a
los ocho dias de su inoculacién ;. la segunda, a los doscientos; la tercera, a
los doscientos sesenta y cinco dias; la cuarta a los doscientos ochenta, y
la quinta, a los doscientos noventa y cinco. El suero de la primera san-
gria dié buenos titulos con los antigenos; el de la segunda, bajé grande-
mente; el de la tercera, llega al limite de la titulacién, que persiste en
los de la cuarta y quinta.

Los conejos correspondientes a los sueros 12, 13, 17 y 18 fueron
inoculados con suspensiones de triturados de membranas alantoideas;
presentaron grandes lesiones en las punturas. (Véase esquema). Los dos
primeros fueron sangrados a los veinticinco dias, y los otros dos, a los
veintiuno. ‘

Los cuatro sueros dieron altos titulos con los antigenos de embrion
de pollo, alantoides y pulpa vacunal de ternera, y el niimero 12, un titulo
de tipo medio con el de cerebro de ratén (b).

Los sueros 14, 19 y 20 proceden de conejos inoculados con suspen-
siones de triturados de visceras de embriones de pollo.

De estos sueros merece consignarse el nimero 19, procedente de un
conejo que presentd pocas y pequefias lesiones, a pesar de lo cual di6
un alto titulo que contrasté también con su acusado poder anticomple-
mentario. (Véase esquema.)

87



48 Maria del Rosario de Zuazo

Los conejos correspondientes a los sueros 15, 16, 21 y 22 fueron
inoculados con suspensiones de triturados de cuerpos de embriones
de pollo. Las lesiones observadas en los animales de los sueros niime-
ros 15 y 16 fueron de buen tamafio; las del niimero 21, nulas en la ma-
yoria de las punturas, y las del ntimero 22, algunas negativas y las res-
tantes de discreto tamafio. (Véanse esquemas).

El primero de estos sueros di6 un alto titulo y gran poder anticom-
plementario. De los otros tres sueros de titulo medio, los ndmeros 21
y 22 fueron también anticomplementarios.

Este grupo de sueros se caracterizd por su poder anticomplementario.
. Los conejos correspondientes a los sueros nitmeros 32 y 33 se ino-
cularon primeramente con una suspension de triturado de embrion de
pollo en punturas intradérmicas. Al animal del suero nimero 32 se le
practicaron, a partir del dia cuarenta y dos, tres inyecciones intraperito-
neales de una suspensién de triturado de mewrovacuna al 1/10 de 1, 2
¥ 4 ¢. c., con intervalos de diez dias, y al animal del suero ntmero 33,
las mismas cantidades por la misma via y con los mismos intervalos, a
partir del dia cincuenta y dos.

La finica particularidad de estos dos sueros fué el titulo nulo del 33
con el antigeno de neurovacuna avirulento. '

Los conejos correspondientes a los sueros 47 y 48 fueron inoculados
" por via subcutdnea con triturados de neurovacuna al 1/10 en cantidades
de 1, 2 vy 4 c. c., con intervalos de cuatro dias; por via intraperitoneal,
6 c. c., a los cuatro dias de la dltima subcutédnea, y por via intracerebral,
0,30 ¢. c., a los cuatro dias de la peritoneal.

El suero nimero 47 presentd poder anticomplementario y titulo me-
dio con el antigeno de neurovacuna virulento, y el niimero 48, titulo bajo
con el de neurovacuna avirulento; alto, con el de pulpa vacunal de terné-
ra, y medio, con el de neurovacuna virulento.

El conejo correspondiente al suero ntimero 23 fué inoculado con
una suspension de triturado de cerebro de ratém. Did titulos medios con
los sueros de las dos primeras sangrias, bajando grandemente en la ter
cera, practicada a los cuarenta dias. Muere el animal a los cuarenta y
tres dias. )

Al conejo correspondiente al suero ntimero 27, inoculado con sus-
pensiones de triturados de festiculo de comejo, que no presenté grandes
lesiones en las punturas, se le practicaron nueve sangrias: la primera, a
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los veinte dias, y la dltima, a los cien dias. El titulo del suero que no
sufrié6 variaciones hasta los setenta dias (1/40), baja al 1/20 a los
ochenta y noventa dias, y al 1/10, a los cien. (Véase resultados de titu-
lacién y curva.) '

El conejo correspondiente al suero niimero 25, inoculado con suspen-
siones de triturados de higado v cerebro de un animal (conejo) infecta-
do con neurovacuna mediante punturas intradérmicas, no presentd le-
siones en las de higado, y las de cerebro fueron pequefias. El titulo de
este suero fué de 1/10.

El conejo correspondiente al suero niimero 45, inoculado con suspen-
siones de triturados de bago y testiculo de un animal (conejo) infectado
en piel con neurovacuna, no presentd lesiones aparentes en las puntu-
ras. (Véase esquema.)

El suero de la primera sangria, efectuada a los setenta dias, dio un
titulo de 1/10; a los noventa, de 1/5, y a los ciento diez dias, de 1/2.
(Véanse resultados y curva.)

El conejo correspondiente al suero nfimero 46, inoculado con sus-
pensiones de triturados de cerebro y de higado de un animal (conejo)
infectado con neurovacuna, no dio lugar a lesiones aparentes en ninguna
de las punturas practicadas. (Véase esquema.)

El suero de la primera sangria, efectuada a los veinte dias, dio un
buen titulo (1/40). El de las cuatro siguientes se mantiene al 1/20, y
las dos tltimas, al 1/10 y 1/5, respectivamente. (Véanse resultados y
curva.) '

Los conejos correspondientes a los sueros numeros 28 y 29 fueron
inoculades con suspensiones de triturados de neurovacuna y pulpa vacu-
nal de termera sometidos a incubacién en estufa a 37° C., durante vein-
ticuatro y cuarenta y ocho horas, respectivamente. Los dos animales
presentaron lesiones de buen tamafio en las punturas, y se sangraron por
primera vez a los veinte dias de las inoculaciones.

Los anticuerpos persistieron hasta los ciento ochenta dias en el sue-
To nimero 28, y hasta los ciento sesenta, en el suero 29. (Véanse esque-
mas, resultados y curvas.)

El conejo correspondiente al suero ntimero 24 fue inoculado por el
método de escarificacién cutdnea, con una suspension al 1/10 de un
triturado de pulpa vacunal de termera. El animal presentd a los cuatro
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dias una erupcion confluente, con intensa reaccion febril y pérdida de
peso.

La primera sangria se efectudé a los cincuenta y cinco dias de la
inoculacién, estando ya el animal completamente repuesto y despren-
didas las costras de la superficie escarificada, y la catorce y altima, a
los doscientos cincuenta dias. El alto titulo del suero de la primera
(1/80), fué decreciendo lentamente, persistiendo los anticuerpos hasta
los doscientos cincuenta dias en que muere el animal, poco después de
la catorce sangria. (Véanse resultados y curva.)

El conejo correspondiente al suero niimero 26 fue inoculado intra-
dérmicamente con un filtrado y un centrifugado de pulpa wvacunal de
ternera y present6 buenas lesiones en todas las punturas. El suero dio
un titulo de 1/20 en la primera sangria, efectuada a los veinte dias, que
conservé en las otras dos, a los treinta y cuarenta. (Véanse esquema y
resultados). ‘

Con pulpa vacunal de ternera fueron inoculados los conejos corres-
pondientes a los sueros niimeros 30, 31, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 41, 42, 43,
44, 49 y 50- De este grupo, el niimero 30 di6 buenos titulos con los tres
antigenos utilizados ; el ntimero 31, titulos bajos con todos nuestros an-
tigenos, a pesar de haber presentado el animal buenas lesiones en las
punturas; los ntimeros 34, 35, 36, 37, 38 y 39, titulos de tipo medio y
bajo, y los ntimeros 41, 42, 43 v 44, procedentes de animales sangrados
a los siete, seis, cinco y cuatro dias, respectivamente, el titulo no pasé de
1/20 en el primero, y totalmente negativo con uno de los antigenos en
el dltimo. (Véanse esquemas y cuadros.)

El conejo correspondiente al suero ntimero 49 fue sangrado a los
tres, cinco, once y veintinueve dias. Cuando se efectué la prirera san-
gria (tres dias), el animal presentaba lesiones en las punturas de las
suspensiones mas concentradas y en el suero se apreciaba ya la exis-
tencia de anticuerpos con los tres antigenos utilizados. (Véanse esquema
y resultados); la segunda (cinco dias), efectuada estando todas las pun-
turas con lesiones en pleno desarrollo, el suero dio titulos bajos, y en
ios sueros de las sangrian tercera y cuarta los titulos fueron ya nor-
males. (Véanse esquemas y resultados.)

El conejo correspondiente al suero ntmero 5o fue sangrado a las
veinticuatro horas y a los dos, tres y seis dias. En la observacion del
animal, en el momento de la primera sangria (veinticuatro horas), se
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apreciaron dos pequefias lesiones en las punturas de las suspensiones al
1/10 y al 1/100. En el suero no se pudo determinar la existencia de
anticuerpos con ninguno de los antigenos; éstos fueron determinados en
el de la segunda (dos dias), con uno de los antigenos y con mas evi-
dencia en el de la tercera (tres dias), pero sin pasar de una fijacién de
uno en la dilucién 1/2. El suero de la cuarta y ltima sangria (seis
dias) presenté titulos muy bajos. (Véanse esquemas y resultados.)

>

CONCLUSIONES

1.2 Las pautas de inmunizacién de los conejos, mediante punturas
intradérmicas o escarificacién cutinea, proporcionan sueros ricos en an-
ticuerpos fijadores del complemento.

2.* Las inoculaciones inmediatas y sucesivas por mas de una via
no refuerzan la formacidép de anticuerpos.

3.2 Todos los materiales utilizados dieron lugar a la formacién de
anticuerpos, incluso los que resultaron negativos al ser inoculados en
punturas intradérmicas.

4.* En general, los conejos que presentaron numerosas y grandes
lesiones proporcionan sueros de altos titulos.

5.2 Con muy pocas y pequefias lesiones pueden obtenerse sueros de
buen titulo.

6.2 Con materiales. procedentes de conejos infectados, que al ser
inoculados en otros no dieron lugar a lesiones aparentes en las puntu-
ras, pueden obtenerse sueros de buen titulo.

7.2 La iniciacién de la formacién de anticuerpos es tan precoz, que
éstos pueden apreciarse en los sueros correspondientes a las sangrias
efectuadas a los tres dias de la inoculacién e incluso en las de cuarenta
y ocho horas, si se dispone de antigenos de gran sensibilidad. “

8% La plenitud de anticuerpos se presenta en los sueros de los diez
a los doce dias de la inoculaciéon y se conservé en algunos de nuestros
sueros hasta los setenta (suero niimero 27).

9.» La persistencia en mayor o menor grado de los anticuerpos en
los sueros fue hasta de trescientos cinco dias (sueros nimeros 27, 43,

28, 29, 24, 40 y 38).
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&

10. Un reducido ntimero de sueros fueron anticomplementarios
{ntimeros 6, 19, 15, 21, 22 y 47).

11. Nuestros peores antigenos fueron los obtenidos con materiales
avirulentos y pustulas de piel de conejo; los mejores, los de elementos
embrionarios de huevos de gallina incubados y los de pulpa vacunal de
ternera. ;

12. Las fijaciones del complemento practicadas con mas de un an-
tigeno dan un mayor valor especifico a las pruebas.

RESUMEN

En este trabajo fueron obtenidos antigenos muy sensibles y gran ni-
mero de sueros de conejos inoculados con virus vacunal activo y atenuado
de distintas procedencias, estudidndose la presencia de anticuerpos fijado-
res del complemento.

SUMMARY

We have obtained very sensible antigens and a lot of sera from rabit
inoculated with active and attenuated vaccinal virus from various sources.
‘We have also verified the presence of complement fixing antibodies.
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