ESTUDIO BIO-QUIMICO DE LA REACCION DE WEIL-FELIX.

COMUNICACION PRELIMINAR,

Por el Dr. Hermann Mooser,

Entre los conocimientos mas importantes en la conquista del
tifo, (aparte del conocimiento de su agente causal y de sus vecto-
res) se cuenta la reaccién de Weil-Felix. Acerca del descubrimiento
de esta reaccién log autores nos relatan lo siguiente: Durante el mes
de septiembre de 1915 examinaron bacteriolégicamente muchos ca-
sos diagnosticados como fiebre tifoidea, entre la tropa austriaca que
peleaba en la Galicia Oriental. Les llamé la atencién que de nin-
guno de los casos pudieran aislar el bacilo de Eberth, y empezaron
a dudar del diagnéstico clinico de fiebre tifoidea. De sangre y ori-
na de algunos de esos casos aislaron gérmenes del grupo Proteo, que
eran aglutinados por la sangre de los enfermos. La cepa mas aglu-
tinable era la X 19. Se revelé pronto que los enfermos cuya sangre
aglutino este bacilo padecian tifo exantematico. La especificidad del
bacilo X 19 frente a los sueros de los tifosos se comprobd luego en
la mayoria abrumadora de los casos: se habia descubierto un me-
dio de diagnéstico especifico del tifo exantematico. Cuando Weil y
Felix hallaron la variante 0 del X 19, €l porcentaje de reacciones po-
sitivag subié al 1005 de los tifosos, ¥ desde entonces tenemos en
esta reaccién una que sobrepasa a todas las reacciones serolégicas
para diagnhéstico de alguna enfermedad infecciosa. Natural era que
un germen que tiene reaccién tan especifica con el tifo se conside-
rara en el principio como el causante de la enfermedad. En realidad
Friedberger llegé a esta conclusién, en tanto que los descubridores
mismos se mostraron muy escépticos desde el principio. Las conclu-
giones de Friedberger han sido rechazadas por la mayoria de los
investigadores subsiguientes. He aqui las razones para descartar al
bacilo X 19 como agente causal del tifo: 1) Animales vacunados
precisamente con este bacilo no acusan ni la menor inmunidad confra
el virus tifoso; 2) Animales inmunes al virus tifose por inoculaci6n
previa no son inmunes al X 19, que es muy virulento y téxico pa-
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ra los animales de laboratorio; 3) el cuy nunca desarrolla reaccion
de Weil Felix a pesar de ser muy susceptible al virus tifoso y a pe-
sar de formar aglutininas contra ¢l bacilo X 19 cuando se le inocula
con bacilos muertos o con dosis submortales del mismo bacilo vivo;
4) ez sumamente reducido el nimero de casos de tifo humano y de
animales . inoculados experimentalmente en los que se logrd aislar
el bacilo X 19. Revela mejor esta iltima circunstancia el hecho de
que en todos los laboratorios del mundo se usa la cepa aislada ori-
ginalmente por Weil v Felix para el diagnéstico del tifo exantematico.

Las cepas de proteo X 19 tienen dos variantes, H y O; la H es
muy moévil, forma filamentos largos y su cultivo se extiende difu-
samente sobre medio de gelosa, opacandolo. La variante O forma
coloniag aisladas, bien eircunscritas que nunca tienden a extender-
se scbre el medio de cultivo. Las cepas aisladas originalmente por
Weil v Felix fueron todas de la variante H, v la O se derivd de ellas
en el curso de trasplantes sobre medios sélidos. Sélo la variante O
se usa para la reaccién de Weil Felix. porque <l suero sanguineo de
los tifosos solamente contiene aglutininas contra la substancia O ¥
no contra la H.

Tl estudio serolégico de los proteos X 19 reveld que las varian-
tes H contienen dos antigenos distintos: el antigeno o aglutindgeno
H, que corresponde a la parte flagelar del bacilo movil, v <l anti-
geno o aglutindégeno O gue corresponde a la parte corporal del bacilo.
La wvariante O, pura, solamernte contiene el antigeno o aglutindgeno
O; esta variante es inmévil v no tiene flagelos, El antigeno H es
termolabil, mientras que el antigeno O resiste el calentamiento a
100° C si no se dispone de una cepa O pura, sino de una que contiene
el componente H, es preciso calentar el cultivo a 100¢ C para des-
truir esta substancia H, que interfiere con la aglutinacién de la O
por los sueros tifosos. '

Todos los proteos ecomunes, (el proteo vulgar, por ejemplo) con-
tienen el antigeno H, pero carecen, estos gérmenes, de la substancia
0, especifica, que reacciona con los sueros de tifozos. La denomi-
naciéon X quiere decir que los gérmenes reacciohan especificamente
COn B80S SUEros.

Por la prueba de aglutinacion es facil distinguir las dos formas
de aglutinégenos. Kl antigeno O aglutina en forma de granulos fi-
nos, mientras que el antigeno H lo hace en forma de copos que fa-
cilmente se disgregan al agitar los tubos. Por estos caracteres de
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la aglutinacion pudo Felix diferenciar dos veces infecciones huma-
nas producidas por bacilos proteos, de infecciones tifosas, pues en
las dos ocasiones los sueros de los enfermos solamente contuvieron
aglutininas de tipo H y no del 0, que son las Gnicas especificas del
tifo.

Hasta ahora no se tiene todavia explicacién satisfactoria para
el hecho de que los sueros tifosos aglutinen con tanta regularidad
¥ a titulos muchas veces elevadisimos, los bacilos de Weil v Felix.
Hay varias hipétesis a este respecto. Una de ellas, de muy poca
aceptacion, dice que el suero de los tifosos adquiere propiedades poli-
aglutinantes no especificas contra una gran serie de gérmenes por
un aumento grande de globulinas labiles facilmente perceptibles:
contra €l proteo, el bacilo de Plotz, el bacilo de Coli U2 de Wilson
¥ contra ciertas cepas del piocidnico aislado de material de tifosos. )
Felix mismo ha descartado esta hipétesis al demostrar que el sue-
ro de tifosos contiene aglutininas especificas solamente contra los
proteos X ¥ que el suerc de tifosos aglutina los gérmenes arriba
mencionados a titulos no mas altos ¥ no eon mas frecuencia que suz-
ros de personas normales. Se trata simplemente de normo-aglutini-
nas y no de inmuno-aglutininas.

Otra hipétesis pretende que las aglutininas antiproteos de Jos
sueros tifosos se deben a una infeccién concomitante con bacilos pro-
teos, como sucede, por ejemplo, en la peste porcina, en el curso de
la cual ¢l organismo es invadido por bacilos paratificos que originan
aglutininas contra ellos. Esta hipétesis tampoco es sostenible por
el simple hecho de que el proteo X 19 ha sido aislado de tifosos, so-
lamente muy pocas veces y sobre todo por la circunstancia de que
los sueros tifosos nunca contienen aglutininas de tipo H, lo que se
debiera esperar si la reacciéon de Weil Felix procediera de una in-
feceibn secundaria por proteos. Tampoco se explica con esta hipé-
tesis que todos los animales susceptibles al tifo den reaccién de Weil
Felix positiva, mientras que el cuy, a pesar de ser también suscep-
tible, no la da, y es, ademds, susceptible a los proteos y puede pro-
ducir aglutininas contra los X 19 cuando se le inocula con ellos. Por
ultimo, esta hipétesis no explica por qué la inyeccién de rickettsias
muertas engendra Weil Felix positive,

Otra explicacién nos ofrece Otto, del Institute Roberto Koeh.
Este autor quiere explicar la reaccién de Weil Felix como una para-
aglutinacién. La para-aglutinacién es un fendémeno que se ha ohser-
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vado por primera vez en las disenterias. Clertos micro-organismos
de la flora intestinal adquieren la propiedad de ser aglutinados por
los sueros de los disentéricos, igual que los bacilos disentéricos que
causaron la disenteria. Segin Otto, lo mismo pasaria en los tifosos
en los que los proteos normales, en contacto con el virus tifoso en
el organismo, adquirirfan una nueva propiedad, la de la substancia
0X que reacciona especificamente con los sueros de tifosos. Esta
hipétesis de Otto tampoco tiene mucha aceptacién porque la propie-
dad para-aglutinante de gérmenes concomitantes en las disenterias
se pierde rapidamente en generaciones gubsiguientes de los gérmenes,
mientras que el proteo X 19 retiene indefinidamente la propeidad
especifica frente a los sueros de tifosos; se trata de una propiedad
genérica de estos gérmenes.

Una tltima hipGtesis defendida tenazmente por Felix y por la
escuela polaca es que el proteo X 19 es un derivado de la rickettsia
prowazeki, un producto de mutacién del germen especifico del tifo.
Esta mutacién ya no tendria el poder de produeir la enfermedad,
pero habria retenido el de aglutinar con los sueros de tifosos.

Las dos ultimas hipétesis consideran, por consiguiente, la reac-
cién de Weil Felix como una verdadera inmunc-reaccién especifica;
la primera al postular la adquisicién de una substancia con tal ca-
lidad en el organismo del tifoso; la segunda al suponer la retencion
de este antigeno parcial especifico a pesar de la mutacion.

Ninguna de todas estas hipétesis satisface al inmunéloge. La
més probable y completamente acorde con otras observaciones de la
serologia es la hipétesis de que la reaccién de Weil Felix se debe a un
antigeno hetero-genético en el organismo de la Rickettsia prowazeki,
porque esta reaccién aparece también en animales inoculados con
rickettsias muertas.

Para mejor comprensién de los sefiores clinicos es preciso que
dedique algunas palabras al concepto de antigenos hetero-genéticos,
ilustrandolo con el ejemplo clasico del antigeno de Forssmann. Al
inocular conejos con extractos acuosos de cuy el suero de los cone-
jos adquiere la propiedad de hemolizar los glébulos rojos del carne-
ro, al igual que conejos inmunizados con glébulos rojos del carnero
mismo. Esta sustancia se ha encontrado en muchos animales; en
otros falta completamente. La existencia o la falta de ella en un
animal es de cardcter genérico, es deecir, todos los animales de una
especie dada la tienen o no la tienen. Una substancia que engendra
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el mismo fenémeno en los conejos es decir, que éngendra lisinas
contra los eritrocitos del carnero, se ha encontrado también en cier-
tos micro-organismos. A pesar de que en muchos animales y micro-
organismos se encuentran estos antigenos hetero-genéticos {(que en-
gendran anticuerpos contra la sangre del carnero) estos antigenos
ro son totalmente idénticos. Eso es evidente por la observacion de
que Jas lisinas engendradas por el bacilo de Gartner, por ejemplo,
pueden ser absorbidas del suero de conejo solamente por este mis-
mo bacilo ¥ no por emulsiones de érgancs de cuy, los cuales, inocu-
lados al conejo, también producen lisinas anti-carnero. Se trata de
cuerpos quimicos de constitucién parecida o que contienen radicales
parecidas, capaces de engendrar anticuerpos también parecidos, pe-
ro no totalmente idénticos. Sabemos por los trabajos de Karl Lands-
teiner sobre los antigenos artificiales complejos, que un parentesco
quimico de las substancias acopladas con cuerpos albuminoideos en-
gendran anticuerpos que abarcan todo un grupo de substancias qui-
micamente emparentadas.

Podemos pensar, por consiguiente, que la Rickettsia prowazeki
contiene, entre otros antigenos que la caracterizan como tal, un an-
tigeno de constitucién parecida a una substancia que también se en-
cuentra en el proteo X 19,

Que esta hipdtesis esta sobre terreno cientifico firme lo revela
€l hecho de que el suero antineumocdceeico tipo IT también precipita
a altos titulos un polisacirido aislado de la goma arabiga.

En corcordancia con tales ideas Ruiz Castafieda y Sia llegaron
a la conclusién de que la reaccién de Weil Felix se explica porque el
proteo X 19 v la Rickettsia prowazeki contienen un antigeno comiin.,
El suero de tifosos, segtn ellos, contiene aglutininas principales con-
tra la Rickettsia prowazeki y anticuerpos secundarios contra el pro-
teo, mientras que el suero antiproteo contiene aglutininas principa-
les contra el proteo y aglutininas secundarias contra la Rickettsia
prowazeki. De un suero tifoso el proteo toma solamente las aglutini-
nas antiproteo, dejando las antirickettsia intactas, mientras que del
suero antiproteo toma las aglutininas antiproteo y antirickettsia. De
un suero tifoso la rickettsia toma todas las aglutininag, antirickett-
sia ¥ antiproteo, mientras que de un suero antiproteo la ricketisia
absorbe solamente las aglutininas antirickettsia dejando intactas las
aglutininas contra el proteo.
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En una conferencia sustentada ante los delegados sanitarios del
Departamento de Salubridad Priblica, en julio del afio préximo pa-
sado, el Dr, Ruiz Castafieda amplié sus observaciones diciendo que
la reaccién de Weil Félix se explica ahora completamente por el he-
cho de que la rickettsia y el proteo X 19 contienen el mismo polisaca-
rido. Desde entonces no ha vuelto a publicar nada sobre el asunto
v no he podido averiguar si la aseveracién tan rotunda se basé en
investigaciones quimicas precisas o simplemente en impresiones ad-
quiridas por observaciones serolégicas indirectas.. De todos modos
fue la primera vez que se atribuyé la reaccion de Weil Félix a una
gubstancia quimica determinada, el polisacirido especifico del baci-
lo X 19,aunque esa substancia todavia no se hubiera estudiado por
métados quimicos. '

Personalmente interesado en este asunto tan sugestivo, empe-
cé, hace algunos meses, un andlisis quimico y serolégico de los com-
ponentes del proteo X 19. Con mucho gusto expreso aqui mi profundo
agradecimiento al Dr. Ernesto Cervera, Director del Instituto de Hi-
giene, por haberme permitido realizar este estudio con material y
aparatos de ese establecimiento. La parte técnica y serolégica de
los trabajos la realicé con la colaboracién de mi buen amigoe el Dr.
Gerardo Varela,

Tengo que confesar desde luego que nuestro estudio esta lejos
de ser completo; todavia no es posible Hegar a una conclusién pre-
cisa respecto a la substancia que da la reaccién de Weil Felix con la
sangre de los tifosos.

Esta comunicaciéon es meramente preliminar y tengo la espe-
ranza de poder molestar a ustedes con un estudic mas completo en
tiempo no muy lejano.

La cepa de proteo X 19 que usamos es una cepa H O, es decir,
una que contiene el antigeno H y el 0. La escogi porque da cultivo
mucho mais abundante que la O pura. Sembramog 100 cajas gran-
des, de 25 em. de diametro y al cabo de 48 horas emulsionamos el cul-
tivo en cerca de dos litros de agua destilada estéril. Pusimos a re-
frigerar la emulsién hasta congelarla y al dia siguiente la licuamos
con rapidez poniendo el frasco en agua caliente; en seguida volvi-
mos a congelarla. Repetimos tres veces este proceso con intencién
de desintegrar los cuerpos bacterianos. Después, por centrifuga-
cién, separamos la parte disuelta de la no disuelta. El liquido cla-
ro, ligeramente opalino, que se obtuvo, precipitdé fuertemente con
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suero antiproteo de cabra y algo menos fuertemente con suero de tifo-
so de titulo alto, previa isotonizacién con cloruro de sodio, El liqui-
do dié reacciones fuerte de Biuret y de Molish, indicando Ja presen-
cia de albimina y de carbo-hidratos. La albUmina se precipité en-
tonces con el minimo de acido acético necesario para obiener pre-
cipitacién masiva. Este precipitado, denominado fraecion I, se di-
solvio en agua destilada ligeramente alcalina y se volvié a precipi-
tar con acido acético, v asi cinco veces hasta que el liguido sobrena-
dante, después de una precipitacién, ya no dié reaccién de Molish,
es decir, hasta que va no hubo un carbo-hidrato facilmente despren-
dible de la parte albuminoide. A pesar de esto la fraccién protéica
obtenida dié todavia fuerte reaccién de Molish indicando la presen-
cia de un carbo-hidrato intimamente acoplado con la albiimina. No
se ha investigado todavia si se trata de una mucina o de otra gluco-
proteina o de un carbo-hidrato simplemente absorbido a Ja albumina.
Solamente pude averiguar que esta fraceién I contiene el carbo-hi-
drato en forma de polisacarido conteniendo una hexosa.

Esta fraccién I, fraccién protéica, precipita abundantemente
con el suero tifoso. El tipo de la precipitacién en los dos casos fue
el H y no el 0, siendo la primera observacién del aglutinina de tipo
H en sueros tifosos.

Al liquido absclutamente claro que se obtuvo después de la pre-
cipitacién de la parte protéica se agregd 8 partes de alcohol de 96°
con lo que se formé un precipitado blanco muy abundante. Este pre-
cipitado era facilmente soluble en agua destilada, dando aspecto Ii-
geramente lechoso y exhibiendo el fnémeno de Tyndall de las solucio-
nes coloidales. Todavia di6 la prueba de Biuret indicando la pre-
sencia de proteina. Esta fraccién de gque hablamos, la nimero I,
precipité abundantemente con suero antiproteo y con suero tifoso ex-
hibiendo e! tipo O del fenémeno. Quimicamente consiste casi exclu-
sivamente en un carbo-hidrato que da, al contrario del carbo-hidrato
de la fraccién T las reacciones de las pentosas y acidos urénicos flo-
rogucina v ozeina. No determind todavia estas substancias. Para
limpiar la fraccion II de huellas de substancias protéicas se le tratd
otra vez con acido acético diluido vy se volvié a precipitar con aleohol
varias veces. A medida que se eliminaron las substancias protéicas
€l carbo-hidrato obtenido era méas dificilmente soluble en aguva. Se
disolvié, empero, bastante bien, en sosa cdustica muy diluida. Tam-
bién la reaccién con suero tifoso disminuyé progresivamente con la
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eliminacién de las substancias protéicas, mientras la precipitacion con
suero antiproteo progresé en altisimas diluciones del carbo-hidra-
to. El cardcter de la precipitacién era intermedic entre los tipos
HyO

Por estas breves observaciones estoy inelinado a pensar, pro-
visionalmente, que el factor comin o parecido entre la Ricketisia
prowazeki v el bacilo proteo estd en alguna forma ligado a la parte
protéica del bacilo X 19 y no a la fraccién del carbo-hidrato princi-
pal del proteo. Esto hablaria en favor de la hipétesis de Felix de
que el proteo es un derivado de la rickettsia, porque sabemos que
la parte protéica determina la especie, mientras que el factor C el
carbo-hidrato, caracteriza a) tipo, como por ejemplo en los neumoco-
cos que todos tienen la misma albGmina, en tanto que los tipos I, 1L
y III, ete., tienen carbo-hidratos propios y especificos del tipo.

Sin embargo, considere muy necesaric repetir y extender el es-
iudio a substancias quimicas mucho mas puriticadas que las que he-
mos estudiado hasta hoy. De 100 ecajas grandes de cultivo que nos
dieron mas de 40 c.c, de cuerpos bacilares, solamente obtuvimos en
el dltimo ensayo 38 centigramos de carbo-hidrato impuro.

Otro problema al que hemos dirigido nuestfra atencién es ia
imposibilidad del cuy para producir aglutininas contra el proteo X 19
en el curso de una infeceién tifosa, a pesar de que este animal las
produce cuando se le inocula con proteos mismos.

Recientemente publicéd Durant que ha ohservado aglutininas en
el cuy tifoso si la infeccién se practica intracardiaca. No hemos po-
dido comprobar los resultados de Durant. Nuestros animales no
dieron resultado positivo en la reacciéon de Weil Felix después de
inoculacién intracardiaca de dosis fuertes de virus. La imposibili-
dad del cuy para producir aglutininas en el curse de una infeecion
tifosa, mientras las produce por inoculacién con el bacilo X 19, ha-
bla fuertemente contra la idea de que el aglutinégeno de la rickettsia
v el del proteo sean substancias idénticas. Solamente puede tratar-
se de substancias quimicamente parecidas, sea por tener radicales se-
mejantes o una constitucién estructuralmente parecida de las mo-
léculas de las dos substancias aglutindégenas.

La imposibilidad del cuy para formar Weil Felix positivo se
explicaria facilmente si se pudiera encontrar en este animal un an-
tigeno hetero-genético que inoculado al conejo engendrara esa reac-
cién positiva, porgue sabemos que un animal, en este caso el cuy, no
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es capaz de formar anticuerpos contra substancias que ya contiene
su protoplasma.

Hemos empezado ya estas investigaciones también con la co-
laboracion del Dr. Gerardo Varela,

DISCUSION '

Dr. Mooser, contestando al Dr. Izquierdo

No mencioné detalles de la determinacién de los polisacaridos
porque no quise incomodar a los seflores Académicos con quimica
organica. Que se trata de polisaciridos v no de azicares, es evi-
dente por la circunstancia de que log productos obtenidos no redu-
cen el licor de Fehling sino después de hidrolizarlos con écidos mi-
rerales diluidos.

El conocimiento de los polisaciridos especificos lo debemos a
Heidelberger v Avery, quienes los aiglaron de los diferentes tipos
de neumococos. Se trata de polisaciridos de peso atémico muy alto
v cada uno es de constitucién quimica diferente. Casi siempre con-
tienen una hexosa acoplada en forma glucosidica al Acido glucord-
nico, un &cido aldobiénico. Otros contienen azlicares aminados, he-
xosaminas; otros, pentosas, Estas se determinan por su calidad de
transformarse en furfurol bajo la accidon de Acidos minerales con-
centrados. Las hexosas dan oximetilfurfurol, que bajo la aceién de
4dcido caliente se transforma en acido levulinico, el producto especi-
fico de la accién de acidos minerales fuertes sobre las hexosas.

Un método cualitativo muy elegante para la busca de las pen-
tosas, es el tratamiento de la substancia en cuestién con acido clor-
hidrico, orcina y tricloruro de hierro, resultando un producto de color
verde. Esta reaccién también se debe a la formacién de furfurol.

Contestando las otras sugestiones del sefior Dr, Izquierdo res-
pecto al problema coloidal de las reacciones serolégicas tengo dque
decir que la quimica coloidal no es capaz de explicar la especificidad
de tales reacciones. Solamente el estudio quimico por métodos de
quimica organica, puede adelantar nuestros conocimientos. Es el gran
mérito, sobre todo de Karl Landteiner, haber sacado la ‘serologia de
la fraseologia como DESEQUILIBRIO COLOIDAL y del marasmo
coloidoclasico para ponerla sobre bases sélidas de quimica organica
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estructural. Claro estd que los fendmenos de precipitacion, flocula-
cidn, aglutinacién, etc., se explican por fenémenos en soluciones co-
loidales (ni quien lo niegue), pero el hecho de que un suero obre es-
becificamente sobre cierto micro-organismo, solamente puede expli-
carse por afinidades quimicas bien definidas, entre el suero y el an-
tigeno. A este respecto hay una diferencia absolutamente esencial
entre la aglutinacién de micro-organismos y la precipitacién de so-
luciones de albtimina por 4cidos, ¥ la aglutinacién y la floculacién
por sueros especificos, y esta diferencia la llamamos especifidad.

Esta especifidad nos maravilla cada dia mas,

Landsteiner logré diferenciar por métodos serolégicos no sola-
mente cuerpos de constitucién quimica muy parecida, sino también
formas isémeras de la misma substancia, como, por ejemplo, 2l 4ci-
do tartarico dextrogiro, del acido tartrico levogiro v mesogiro, des-
pués de acoplarlos con cuerpos protéicos para hacerlos antigénicos.

La quimica coloidal no es capaz de resolver problemas de es-
tructura intima de las substancias; por consiguiente tampoco es ca-
paz de hacernos entender el gran enigma de la especificidad de los
{fendémenos serolégicos.

UN CONCEPTO NUEVO EN DERMATOLOGIA.
LAS DERMATOSIS INVISIBLES DE GOUGEROT

Por €] Dr. Ricardo E. Cicero.

En la sesién de 9 de noviembre de 1933 de la Sociedad Francesa
de Dermatologia y Sifiligrafia el distinguido Profesor de Clinica de
esas especialidades en la Facultad de Paris, Dr. H. Gougerot, hizo
considerandes interesantes sobre las erupciones despigmentantes de
pigmentaciones ya existentes ¥ otros sobre dermatosis invisibles
despigmentantes y leucomelanodermias post-lesionales después de
las dermatosis invisibles (microscépicas, ete.).

En la sesién de 14 de diciembre de la misma Sociedad se ocu-

pé con mucha mayor extensién del asunto en un articulo titulado:



