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INTRODUCCION

El presente trabajo fue realizado con
el objeto de estudiar algunos aspectos
de la constitucién bioquimica y de la
actividad biolégica de un polisacarido
obtenido del Preumococcus pneumo-
nige (24-13-9), el cual serd usado en
el futuro para intradermorreacciones
(4-7-8).

MATERIALES Y METODGCS

Microorganismos: La cepa de Pneu-
mococcus pneumoniae usada en este
trabajo para obtener el polisacirido Cx
fue una cepa rugosa del cepario del
Departamento de Microbiologia de la
Universidad de Tulane.

Medios. El medio de cultivo em-
pleado fue caldo de trypticase adicio-
nado con 0.5% d= glucosa, segun re-
comendacién de Hornung y Berenson
(13); el pH del medio fue mantenido
a 7.2 por medio de la solucién tampén
de Mcllvein.

Suero antiproteina C-reactiva. El
suero antiproteina C-reactiva usado en
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algunas pruebas de control fue obte-
nido comercialmente de la casa Difco.

Sueros bumanos proteina C-reactiva
tositivos y negativos. El suero huma-
no positivo conteniendo la proteina
C-reactiva (6-19-20-12-21), asi co-
mo también los sueros negativos que
se usaron durante este trabajo para las
pruebas de actividad biolégica del po-
lisacirido Cx obtenido, fueron sumi-
nistrados por la doctora Hornung.

Suero positivo de comejos para pro-
teina Cx. El suero de conejo contenien-
do la lamada proteina reactiva Cx
(2-15) fue obtenido en conejos inocu-
lados con suero humano, albimina hu-
mana o globulina humana involucra-
das en un adyuvante.

Obtenciéon del Polisacdrido Cx. Una
cepa rugosa.y liofilizada del Preumo-
coccus pnewmoniae fue reconstituida
con agua destilada, sembrada sobre
agar sangre e incubada a 37°C. en at-
mésfera de CO? por 18 horas; después
de comprobarse un buen crecimiento,
se estudiaron los caracteres morfoldgi-
cos de la colonia, la produccién de he-
mbolisis, las. caracteristicas morfoldgi-
cas y tintoriales del microorganismo y
la sensibilidad a la optoquina, con el
objeto de estar seguros de que se tra-
taba de una cepa pura. Realizados es-
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tos estudios, el microorganismo fue
cultivado en fiolas que contenian
100 cc, de caldo de triypticase y se
incubaron a 37° C. en atmésfera de
CO?; después de 14 horas de incuba-
cién, se obtuvieron muestras de estos
cultivos y se sembraron sobre agar
sangre con el objeto de probar la pu-
reza del cultivo; el resto de los culti-
vos fue transferido a cuatro recipien-
tes que contenian cada uno 10 litros
de caldo de trypticase previamente
preparado, esterilizado y mantenido a
37° C. por 18 horas, con el fin de
acortar la fase Lag de crecimiento, y
a los cuales se les adicioné glucosa en
cantidad suficiente para obtener una
concentracién fina] de 0.59, asi co-
mo también la solucién tampdn del
Mcllvein para mantener el pH a 7.2;
estos recipientes fueron incubados a
37° C. por un periodo de 14 horas,
tiempo considerado como 6ptimo, ya
que al final de este lapso es cuando se
obtiene el miximo crecimiento del
germen. Al igual que en el caso ante-
rior, una muestra de cada uno de estos
cultivos fue sembrada en agar sangre
para probar la pureza del cultivo. Pos-
teriormente los microorganismos fue-
ron colectados mediante centrifuga-
cién continua y las células resuspen-
didas en solucién salina Buffer, cen-
trifugadas nuevamente y resuspendi-
das con el objeto de remover el medio
que pudiera estar presente y obtener
asi células puras; esta operacion fue
realizada por lo menos cuatro veces.
Finalmente, las células fueron suspen-
didas en agua destilada hasta comple-
tar un volumen de 50 cc.; como paso
siguiente, las células fueron tratadas
con ultrasonido para destruir la célula
bacteriana y asi obtener un polisaciri-
do crudo. Esta operacién fue realizada
con un aparato de ultrasonido a 250 w.
y 10 ke. de frecuencia; aproximada-
mente cada 20 minutos durante esta
operacién una pequefia muestra del
material tratado era retirado, con el
objeto de colorearlo y comprobar en

s

forma aproximada el minimo de célu-
las que habian sido rotas. A los 90 mi-
nutos de este tratamiento, la mayoria
de las células habian sido destruidas,
el material obtenido fue colectado y
centrifugado a 5.000 XG. por 60 mi-
nutos a 4° C., el sobrenadante fue re-
colectado, ya que éste contiene la ma-
yor cantidad de polisacirido; el sedi-
mento fue desechado, puesto que Hor-
nung y Berenson (13) demostraron
que este sedimento pricticamente no
contiene polisacarido.

Los siguientes pasos en la obtencién
del polisacarido fueron hechos de
acuerdo con los estudios de Goebel y
colaboradores (9) y Hornung y Be-
renson (13); el sobrenadante fue tra-
tado con una solucién 75¢, saturada
de sulfato de amonio, con el fin de
remover las proteinas y <l material de
la pared celular que pudiera estar pre-
sente, después de dejar actuar el sul-
fato de amonio por 30 minutos, a tem-
peratura ambiente; el material se cen-
trifugé a 5.000 XG. por 30 minutos
para remover el precipitado formado;
el sobrenadante fue recolectado y el
sedimento desechado. El sobrenadante
fue dializado posteriormentz a 4% C.
contra agua destilada, con el objeto
de remover el sulfato de amonio, ya
que éste puede inactivar el polisacari-
do Cx; esta operacion fue realizada con
varios cambios de agua destilada, hasta
que al agregarle solucién saturada de
cloruro de bario, no se presentaba nin-
gun precipitado de sulfato de bario.
El material ya dializado y libre de
sulfato de amonio, fue colectado y su
volumen reducido hasta un 509, del
total, con el fin de facilitar los pasos
posteriores al trabajar con un volumen
mas pequefio. Esta reduccién de volu-
men se realizé mediante un ventilador
a temperatura ambiente. Posteriormen-
te la sustancia fue tratada con 25 cc.
de una mezcla formada por un volu-
men de alcohol octilico y 8 volime-
nes de cloroformo, con el objeto de
remover al miximo las proteinas y



ESTUDIO SOBRE EL POLISACARIDO Cx DEL PNEUMOCOCCUS 17

lipidos presentes, dejando unicamente
el polisacarido Cx, el cual no es solu-
ble en estos solventes organicos. La fa-
se acuosa fue colectada y centrifugada
a 2.000 R.P.M. durante 10 minutos y
el supernadante claro colectado. Este
fue posteriormente tratado con 4 vo-
ldmenes de alcohol etilico 95% y 1%
de carbonato de sodio; el alcohol fue
agregado gota a gota dentro del su-
pernadante agitado por medio de un
agitador magnético a velocidad me-
dia, operacion realizada a temperatura
ambiente, el polisacirido fue precipi-
téndose; cuando esta operacidén se con-
siderd terminada, se centrifugé a 5.000
XG. a 4° C. por 30 minutos; luego
el precipitado se resuspendi6 en un pe-
queno volumen de agua destilada es-
téril, y la operacién de precipitacion
se realizé nuevamente por 4 veces su-
cesivas; finalmente, el precipitado fue
resuspendido en 50 cc. de agua desti-
lada estéril; de éste sz retiré6 una pe-
quena cantidad para probar su activi-
dad biolégica con sueros positivos para
proteina C-reactiva, y el resto de este
material fue dializado con agua desti-
lada, con el fin de remover el alcohol
que pudiera contener; posteriormente
esta sustancia fue liofilizada por 24
horas; el producto obtenido fue pesa-
do y guardado en un desecador.

Pruebas de actividad biolégica. Con
el objeto de determinar si la sustancia
contenia actividad bioldgica, es decir,
si era capaz de reaccionar con sueros
que contenian la llamada proteina re-
activa Cx o C, la cual puede aparecer
en el suero como resultado de diversas
condiciones, como ha sido descrito por
diferentes autores (2-3-4-5-6-10-11-
12-15-17-19-24-25), se diluyé 0,001
gr. de la sustancia en 1 cc. de una so-
lucién 0,001 molar de cloruro-de cal-
cio, ya que como fue reportado por
Abernety y Avery (6) la presencia
de iones Ca-- es indispensable para
que esta reaccion se realice. Diluciones
progresivas de esta solucién inicial se
hicieron al 1:10, 1:32, 1:100, 1:320,

1:1.000, 1:3.200, 1:10.000, 1:32.000,
1:100.000, usando pruebas en tubo
capilar (1) cada una de estas dilucio-
nes se probé con una cantidad igual
de suero diluido reconocido como po-
sitivo para proteina C-reactiva. Los
controles consistieron en una dilucién
de esta sustancia y suero no diluido
negativo para proteina C-reactiva. El
control positivo consistié en una dilu-
cién de polisacarido Cx de actividad
conocida ¥ un suero no diluido positi-
vo para proteina C-reactiva. Los sue-
ros positivos y negativos fueron tam-
bién probados con el suero especifico
anti-proteina C-reactiva (20), Este
mismo tipo de pruebas fue realizado
usando suero de conejos inoculados con
suero humano, globulina humana y
albimina humana mis adyuvantes, y
en los cuales aparece la llamada pro-
teina Cx como uno de los componen-
tes de las llamadas “Proteinas de fase
aguda”, tal como lo han reportado di-
ferentes autores (12-14-26-27). Con
el objeto de saber qué tan especifica
era la reaccién, se tomé 1 cc. del sue-
ro positivo obtenido de conejos, y se
mezclé con 0,1 cc. de una solucién
del polisacirido Cx preparada disol-
viendo, 0,001 gr. del polisacirido en
solucién molar de Cl2Ca; la mezcla
se incubé a 37° C. por media hora, y
luego que el precipitado se formd, és-
te fue removido por centrifugacion.
El sobrenadante fue probado con el
suero anti-proteina C-reactiva especi-
fica; por lo menos tres adsorciones
fueron necesarias para remover la pro-
teina Cx reéactiva y obtener una prue-
ba completamente negativa con el sue-
ro anti-proteina C-reactiva.

Pruebas bioquimicas. Con el objeto
de saber si el polisacirido estaba puro,
algunas pruebas bioquimicas fueron
realizadas: para determinar si algunos
de los componentes contenian grupos
aminados libres, se realizé la prueba de
Nihydrina (23). La prueba del biuret
fue realizada con el objeto de demos-
trar si el polisacirido contenia protei-
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nas (23). Para demostrar si el polisa-
cirido estaba contaminado con icidos
nucleicos, se realizé una prueba de ab-
sorcién a la luz ultravioleta, usando
espectrofotémetro de Beckman; para
esta prueba se hizo una dilucién al
1:10 del polisacarido en agua destilada
y se probé a longitudes de onda de 220

a 310 3

La cantidad de proteinas contenida
en 0,001 gr. del polisacarido, se deter-
miné mediante la técnica descrita por
Lowry (18).

Para conocer con mayor precisién
la constitucién de la sustancia Cx. se
realizaron algunos estudios cromato-
grificos, para lo cual 0,005 gr. del
polisacirido Cx. fueron disueltos en
1 cc. de una solucién 6 N del HCL e
hidrolizados segin los procedimientos
usuales; cuando el proceso de hidrdli-

sis se considzr6 completo, pruebas cro-
matograficas fueron realizadas en pa-
pel Whatman N° 4 y una muestra de
hidrolizado fue probada contra stan-
dards de galactosamina, glucosamina,
N-acetyl-glucosamina y puesto en el
bafio de cromatografia ascendente,
usando como diluente butanol piridina.
agua 2:2:1: después de 18 horas el
papel fue retirado y coloreado, usando
el reactivo de bencidina (22); un tipo
similar de hidrélisis se realizé con el
objeto de identificar los aminoacidos
haciendo pruebas cromatogrificas de
la sustancia contra controles de glici-
na-alamina-lisina-dcido diaminopiméli-
co-acido glutdmico, usando como sol-
vente N-butanol-piridina-dcido acéti-
co-glacial-agua 15:10:3:12; después de
18 horas el papel fue tefiido con el re-
activo de Nihydrina.

RESULTADOS

El uso del caldo trypticase adicio-
nado de 0.5% de glucosa, produce un
buen crecimiento; el pH se mantiene
muy bien mediante el uso de la solu-
cién buffer, la obtencién del polisa-
carido no es dificil; después de la lio-
filizacién se obtuvo como producto
final un polvo blanco en cantidad de
44 mgs.; este producto fue soluble en
agua destilada, aunque la disolucién
total del producto tomé algunos mi-
nutos.

Las pruebas realizadas para probar
la actividad biolégica del producto en
la forma que fueron descritas anterior-
mente cuando se hicieron usando sue-
ros humanos positivos para proteina
C-reactiva, se obtuvo una reaccidén
muy poco positiva, con un titulo de
1:1000, antes de la liofilizacién del
producto; después de la liofilizacién,
el titulo fue bajo 1:100. Cuando estas
pruebas fueron realizadas con sueros
de conejos, las reacciones fueron posi-
tivas con titulos 1:10.000, con positi-

vidad valorable en + - 4 +; esto

cuando se usaron sueros de conejo
inoculados con albimina humana mis
adyuvantes de Freund.

Después de la adsorciéon de la pro-
teina Cx reactiva con el polisacarido
Cx obtenido por nosotros, los sueros
dieron una reaccién negativa, tanto
con el polisacirido C usado como con-
trol, como con el polisacarido Cx y
con e| suero anti-proteina C-reactiva.

Las pruebas bioquimicas realizadas
dieron los siguientes resultados: la re-
accién de Nihydrina fue positiva; la
reaccién del biuret fue ligeramente
positiva; la curva de absorcién en el
espectrofotémetro dio una banda de ad-
sorcién mayor a los 260, pero pricti-
camente no se aprecia absorcién a 280;
esta absorcién a 260 probablemente se
debe a la presencia de uridina mono-
fosfato (UMP), como lo han repor-
tado Hornung y Berenson (13); el
contenido de proteina analizado espec-
trofotométricamente por el método de
Lowry (18) demostr6 que nuestro
producto contenia por lo menos 2§
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gammas de proteina por cada miligra-
mo del producto.

Los aminoacidos identificados por
cromatografia de papel, fueron: ala-
mina, glicina y 4cido diaminopimélico.

DISC

Como fue descrito por Anderson
(2), el polisacirido obtenido en la for-
ma detallada anteriormente parece ser
altamente polimerizado; puede reaccio-
nar tanto con la proteina C-reactiva
presente en sueros humanos, como con
la proteina Cx reactiva presente en
el suero de conejos, aunque la reacciéon
es mucho mis aparente en este tltimo
caso; por ese hecho Anderson (2) lla-
ma a este polisacirido “Polisacirido
Cx”.

La obtencién realmente no ofrece
mayores problemas, pero es convenien-

Los azucares identificados por croma-
tografia y mediante la reaccién de
bencidina (22) mostratron que por lo
menos galactosamina y glucosamina
son los azticares predominantes.

USION

te probar la actividad biolégica del
producto después de cada paso reali-
zado durante su obtencién, ya que es-
ta actividad puede perderse y obtener-
se al final un producto bioldgica-
mente inactivo. Es posible que con
técnicas mas refinadas, como por ejem-
plo la cromatografia de gas, este poli-
sacarido sea un producto mis comple-
jo y contenga mds azdcares de los que
fue posible reconocer con la cromato-
grafia de papel en el presente trabajo

SUMARIO

La obtencidén del polisacirido Cx a
partir de una cepa rugosa de Preumo-
coccus pneuwmoniae y sus propiedades

quimicas y bioldgicas son presentadas
en el presente trabajo.
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