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RESUMERN DE LA INVENCTON

Se preoporcionan productos en barra sencilla y
cristalinos derivados de los pilos de Los organismos

Neisseria conorrhocac Tipo 1 y Tipo 2. Se proporcionan mé-

todos de cultivo de cstos organismos para producir el mé-
ximo rendimiento de pilos y procedimientos para purificear
estos pilos y producir el material cristalino citado. Ade-
mis se dan métodos de utilizacién de dichos pilos para de-
terminar la presencia, en un sistema infectable por organis-
mos N. gonorrhoeae, de anticuerpos de los pilos de dichos
organismos y métcdos para serotipificar dichos pilos. Tam-—
bién se proporciona una forma de utilizacidn de dicho mate-
rial cristalino para obtener un grado sustancial de inmuniza-
ci6n a la infeccifn por N. gonorrhoeae en sistemas mamiferos
susceptibles a dicha infeccién.

. DESCRIPCION DE LA TECNICA ANTERIOR

La infeccidn causada por el organismo Neigseria
gonorrhoeae, comfinmente conocida como gonorrea, es una enier-
medad venérea extraordinariamente extendida entre los seres,
humanos. La eﬁfermedad habitualmente se manifiesta por una
descarga visible en los varones pero frecuentemente no es
detectada y es indetectable por sintomas externos en las
hembfas infectadas con ella. Hasta ahora, la Gnica forma
fiable de deteccidén de la infeccidn ha sido cultivar las

descargas o humores mucosos que se cree que contienen el
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organismo. Bstos cultivos tarden mds de un dfa en crecer.
Debido al oprobio social unido a la enfermadad y la reluctan-
cia de muchas personas infectadas con ella a volver a la cli
nica de anflisis, hace tiempo gue sc desea obtener un método
de seleccién que pﬁeda dar una indicacidn fiable de posible.
infeccidn o no infeccidn en un tiempo durante el cual sea
razonable pedir al sujeto analizado que permanezca en la
clinica.

Ademés, hasta ahora no se ha desarrollado ningfin
método de inmunizacidbn contra la.infeccién por el organismo
de N. gonorrhoesae en los seres humanos. Uno de los mayores
problemas asociados con la investigacidn en este campo ha
sido el hecho de que el organismo aparentemente solo infecta
al hombre v a los chimpancés y, aunque existe un grado razo-
nable de relacibén entre los resultados obtenidos en los
chimpancés y en los seres humanos, esta relacifén no es abso-
luta. Los chimpacés, aungue razonablemente satisfactorios
como modelo de investigacidn, son extraordinariamente costo-
sos como sujetos de investigacifn.

Se han caracterizado cuatro variantes coloniales

distintas de Neisseria gonorrhoeae. Estas cuatro variantes

caen dentro de dos categorias distintas. Las variantes Tl
y Ty producen una infeccifn experimental en voluntarios huma-
nos mientras gue no se sabe que los tipos T3 y T4 produzcan

infeccidn. El primer grupo puede distingﬁirse del segundo en




10

15

20

25

la observacidn de que el primer grupo posee estructuras
filamentosas sobre la superficis de las Variantes colonia-
les mientras que el segundo grupo estd desprovisto de es-
tas estructuras filamentosas. LBstos filamentos son denomi-
nados pilos gonocGeicos (en adelante pilos G.C.). En 1973,
se publicaron dos trabajos que mostreban el aislamiento de
pilos T,y T, de N. gonorrhoeae y ademls indicaban la for-
macién de una respuesta anticuerpo a los mismos (Buchanan
v colaboradofes, J.Clin.Invest. 52, 2896-2909 (1973) y
Punsalang y Sawyer, Infect. Inmun. 8, 255-263 (1973)).
Véase también: Buchanan y colaboradores, J.Clin.Invest. 51,
172 (1972). En la referencia 41 del trabajo de 1973, se
indica gue el método bdsico utilizado por Buchanan ha sido
puesto a punto por Charles C. Brinton, uno de los presentes
inventores (C.C. Brinton, Trans. N.Y. Acad. of Sci. 27,
1003 (1965)), asf como por Punsalang y Sawyer.

El método de Brinton fué puesto a punto para
el estudio de los pilos de E. coli. Los solicitantes han
intentado repetir el trabajo de Buchanan y colaboradores
y han encontrado que los procedimientos alli indicados no
permiten de ninguna forma obtener pilos de N. gonorrhoeae.
Se ha preparado un estudio detallado estableciendo compara-
cioﬂés entre el trabajo de Buchanan y el trabajo de los so-
licitantes descrito y reivindicado aqui, que esté listo pa-

ra su publicacién.
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Comparando log métodos vtilizados por Buchanan
y colaboradores con los métodos utilizados por los soli~
citantes de esta invencifn, se observa que los métodos
de Ruchanan y los de Punsalang vy Sawyer estdn de hecho
excelentemente proyectados para separar los pilos G.C. L,
del producto obtenido por este procedimiento y gue si, por
casualidad, sc consigue una respuesta inmunoldgica al mate—'
rial piloso alegado corr el producto de Buchanan, esta de- En
be congiderarse debida a los artefactos o a defectos del
método tal como se pretendia realizar.

Los solicitantes creen saber gue en el momento
de presentar esta solicitud de patente, Buchanan ha recono-
cido los defectos de su trabajo, aunque hasta l; fecha no

se ha publicado ninguna retraccibn.

COMPENDIO DE LA INVENCION

La invencidn se refiere a la provisién de pilos

purificados de organismos Neisseria gonorrhoeae tipo Ty ¥

T2 asi como a las subvariantes TR de los mismos, si se de-

sea, en forma cristalina (en adelante cristales de pilos GC).
Los pilos GC se aislan de un cultivo superficial o

de un cultivo en un liquido profundo del organismo corres-

pondiente. El método de cultivo superficial y profundo de

células de N. gonorrhoeae es prdcticamente convencional. En

una modificacidén del mdtodo de cultivo profundo, para favore-

cer la purificacidn, se agrega al cultivo un medio inerte de

-5 -
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reaccidn, de gran superficie cspecffica. Se ha encontrado
adecuada una tierra de diatomeas como el Celite.

En ¢l casc del crecimiento superficial, todo el
crecimicnto, es decir, las c@lulas y los pilos se retiran
del medio de cultivo y se suspenden en un medio acuoso a
un pH predeterminado inferioxr a 9,2. Cuando se desea aislar
solamente pilos T2, es adecuado cualquier pH superior a
5,5 e inferior a 9,2, Cuando se desea aislar pilos Tl solos

o en presencia de pilos T,, se requiere un pH inferior a

7,7, adecuadamente alrededor de 7,0. En el caso del desarro-

1lo en cultivo profundo, no es necesaria esta operacidn de
suspensidn.

También se ha encontrado que los cristales de pilos
son solubles por debajo de 4,5 y son esencialmente reconsti-
tuibles cuando el pH se eleva de nuevo por encima de.este
valor, siempre que no se haya reducido por debajo de alrede-
dor de 2,5.

Después las partes de estas suspensiones que son
solubles se separan de las partes de la suspensidén que son
insolubles. Aungue puede utilizarse la filtracibn para esta
separacidn, en general se prefiere centrifugar. El liquido
que sobrenada en'la centrifugacidén (y el filtrado en el ca-
so della filtracidn) se desprecia y el residuo se retiene.
En la éiguiente etapa del.proceso de purificacién, las-por—

ciones constituyentes de los pilos GC se pasan a disolucidn

N
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y se separan del material restante. En el caso del cultivo
superficial, este material comprende células completas y
residuos y en el caso del cultiﬁo profundo, contiene ademds
el material de elevada superficie especifica, tal como
Celite.

La disoluciOn de las cristales de pilos GC-puede ,i;
conseguirse mediante dos métodos diferentes pero estrechamen»l-
te relacionados. La disolucidn del material de los cristales
de pilos GC depende de la ruptura de los enlaces no covalen-
tes entre las barras de pilos en los gque estd implicado el -
material péptido que constituye una porcién principal de los’.
piios, mientras que los enlaces covadlentes quedan intactos.

Es decir, se utiliza un agente solubilizante que ne desnatu-
raliza el péptido.sino que simplemente desagrega los crista-
les en barras de pilos sencillas. Estos agentes pueden ser
independientes del pH, tales como urea acuosa, agua suficien-
te para reducir la concentracibn iénica de un medio suspen-

sor acuoso por debajo de 0,002M, sal suficiente, adecuadamen-

te sales de metales alcalinos o alcalino-t8rreos y los anio-

nes de dcidos minerales para elevar la fuerza ibnica por
encima de 4,4, urea hasta una concentracién comprendida apro-
ximadamente entre 3M y 5M y sacarosa suficiente para elevar
la concentracién por encima de alrededor del 50 % en peso/vo-
lumen. Los cristales de pilos son reprecipitados aumentando

la fuerza ifnica por encima de alrededor de 0,05 mediante
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la adicidn de sales de aniones de &cidos minerales y meta-
les alcalino y alcaline- térreos; la adicifn de agua sufi-
ciente para reducir la concentracidn de sal por debajo de

una fuerza ibnica de O,S, solucidn reguladoré suficiente,
adecuadamente solucidn salina regulada con Tris, para obte~:'
ner un medio con una fuerza ib6nica de 0,05 a 0,5 aproximada-
mente a un pl de 4,5 a 9,2 aproximadamente y agua suficien- -
te para reducir la concentracidén de sacarosa por debajo del-»
40 % cn peso, respectivamente. Los agentes también pueden

ser sensibles al pH, tales como soluciones reguladoras bési-
cas como el tampdn Tris gue eleva el pII a un nivel de 9,3

a 11'aproximadamente para los pilos 'I‘2 y de 7 a 8,6 aproxima-
damente para los pilos T,. Este intervalo estd determinado
por la iniciacibén de la solubilidad en el extremo inferior

y por el comienzo de peligro de desnaturalizacidn en el
extremo superior. Sin embargo, se ha observado gque incluso
cuando la estructura de los pilos es desnaturalizada por
estos u otros métodos hasta el punto de que los pilos ya

no recristalizan, sus caractericticas antigénicas aparente--
mente no son afectadas en lo esencial,

Después de la adicidn del medio solvatante al re-
siduo s6lido antes mencionado, la porcidn soluble e insolu-
ble ée esta segunda suspensién se separa de nuevo. Como
antes, esta separacidn pﬁede realizarse por filtracidn o

centrifugacidn, adecuadamente por centrifugacidn.
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ElL método de centrifugaciln puede ser sencillo o
modificado. En el método de centrifugacidn sencillo, la
suspeneidn se trata en una centrifuga a baja velocidad,

sc retiene el liguido que sokrceunada y se deja a un lado el

residuo. Cuando se desea aumentar el rendimiento, el residuo |

se suspende de nuevo, se centrifuga otra vez, se desprecia
el nuevo residuo y el liguido gue sobrenada se combina con
el liquido sobrenadante inmediatamente anterior. Los liqui—A
dos sobrenadantes combinados se someten después a una cen-—
trifugacibn a gran velocidad para separar las dltimas tra-
zas de pequeilos desechos en el residuo y el liguido que so-
brenada se deja despuds a un lado para uso en la sucesiva
etapa de precipitacibn.

En la forma modificada del proceso de centrifugacitdn,
los pilos solubilizados, es decir, las suspensiones a pH cle
vado o las que se encuentran en un medio acuoso que rompe
los enlaces no covalentes, como la urea, se mezclan con una
solucibn acuosa de cloruro de Fesio. Como el mé&todo del gra-

diente de cloruro de cesio implica una centrifugacién, no

es necesaria la separacién completa de los desechos; sin

.embargo, se obtiene un resultado mds limpio utilizando una

filtracibn o una centrifugacibn previas. La mezcla en cloru-
ro de cesio se somete despuds a centrifugacibn en la forma
convencional para las separaciones de cloruro de cesio y

se mide la absorcidn a diversos niveles del gradiente de

.
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densidad. La localizanidbn dcl'pico princival, adecuadamente
medido a 280 nm, indica la situacifn de la solucitn de
pilos.

Utilizando cualguiecra de los métodos de centrifuga-
cibn, después las fracciones acuosas que contienen las so- ..
lucicnes de pilos se tratan de una forma que conduzca a
la precipitacidn de los cristales de pilos. Esto puede ha-

cerse reduciendo el pH cuando este (ltimo ha sido elevado o

separande el agente de ruptura de los enlaces no covalentes,
el cloru£o de cesio o, altérnativamente, por adicidén de un
agente precipitante tal como sulfato ambnico. Las condiciO*::
nés de precipitacibn pueden conseguirse por didlisis o por
adicibn directa. )

Al reducir el pH y separar el agente que rompe los
enlaces, se forman cristales de pilos GC. Despuds se sepa-
ran los cristales de pilos GC del medio acuoso por filtra-
cidén o, més adecuadamente, por centrifugacidn a baja velo-
cidad. Se separa el liguido que sobrenada y los cristales
de pilos GC asi obtenidos se secan a presidn reducida, si
se desea, o se almacenan en un medio acuoso adecuado. Aunque
es conveniente mantener los cristales a temperaturas reduci-
das en un medio estéril, no parece que esto sea esencial
para su estabilidad en ausencia de contaminacifn bacteriana.

Debe observarse que los cristales de pilos son, de

hecho, aglomeraciones de barras sencillas de pilos con un



1 elevado peso molecular. Asf, cuando el medio que contiene
los pilos solubilizados ha sido purificado por centrifuga-
cién a gran velocidad, si sc¢ desea con esterilizacidn a tra-
vés de un Ffiltro miliporo (édecuadam&nte alrededor de 0,45

micras), las barras individulaes de pilos pueden ser preci- -7

\Ji

pitadas por ultracentrifugacién, adecuadamente por encima
de 40 KG.
fambién se ha encontrado gque cuando no se requieren
pilos de pureza muy grande, resulta bastante satisfactorio
10 un proceso de purificacién conveniente y répido. En este
proceso, todo el cultivo gonocbécico se transfiere a una solu
cibén reguladora a pH elevado, adecuadamente un tampén de eta- E
nolamina a un pH superior al punto de disdlucidn de la varian;'
te en cuestidn ('I'l o] T2), preferiblemente alrededor de pH
15 10,0 para garantizar la disolucidn total, se separan los sG-
lidos por filtracidn o centrifugacibén y se hace bajar el pH,
adecuada pero no esencialmente por didlisis.

En realidad, controlando el pH, por ejemplo, a

8,6 en el primer caso cristalizan los cristales de pilos T, .
20

y mediante un nuevo descenso del pH a 7,7, por ejemplo 7,
cristalizan los cristales de pilos Tl‘ FEsto indica en una
sola etapa la naturaleza del crecimiento variante en cues-
tién: Esto Gltimo es simplemente confirmatorio ya que un
bacteriblogo competente nuede diferenciar entre las dos for-

25

mas mediante el examen d e sus colonias.
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Alternativemente, los cristales de pilos pueden
ser precipitados por adicidn de sulfato amSnico. Una con-

centracidn anidnica comprendida entre 4% y 7 % de la satu-

racidn aproximadamente (a la temperatura ambiente) precipi-_ -

ta los pilos T2 en forma de cristales mientras que los pi-
los T4 son precipitados entre el 5 y el 10 $ de la satu-
racidn.

Los pilos GC han sido sometidos a electroforesis

en gel de poliacrilamida SDS y presentan una banda princi-

pal y una banda menor. La banda principal, denominada pilina .

GC, contiene el material fosfoglicoproteico.

2
v

También se ha demostrade quela pilinaGC T, contie-
ne una porcidn péptida de 200 + 9 aminodcidos, entre dos y
tres grupos fosfato y entre uno y dos azficares de hexosa y
es esencialmente soluble en medios acuosos a un pH superior
a 10,1 y esencialmente insoluble en medios acﬁosos a un pH

inferior a 8,6, ambos valores medidos a 20°C.

La parte principal de los pilos GC Tyr a saber la
pilina GC Ty tiene un éeso molecular, determinado por elec-
troforesis .en gel de acrilamida SDS de 21.500'i 1000 daltons.

Los pilos GC aislados de un cultivo de N. gonorrhoeae
ti§5aTl son extraordinariamente similares desde el punto de
vista inmunolégico a los aislados del N, gonorrhoeae tipo Ty

Los pilos GC tipo T, son esencialmente solubles en

medios acuosos por encima de un pH 8,5 aproximadamente y esen-

- 12 -
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cialmente insolubles en medios acuosos z un pH inferior
a 7,7, ambos valores medidos a 20°C. La pilina GC tipo Ty

ticne un peso molccular de 22.000 + 1000 determinado por

electroforesis en gel de acrilamida SDS. .

Se han aislado pilos GC de cultivos de mds de 20
cepas diferentes de N. gonorrhoeae. Cuando se inyectan en
animales experimentales, los cristales de pilos GC asi co-

1o dn 1 horrd cinoitlao v el elnatkn Ade 1a electrafo-

mc loo pi o concill
resis en gel de acrilamida SDS producen la formacidn de
anticuerpos en el suero de los animales experimentales.

o Cuando los cristales de pilos GC se tratan, solos
o suspendidos en un cierto medio, con suero que contiene
anticuerpos de agquéllos, los cristales se aglutinan. La for-
ma mis adecuada de observar fécilmente esta aglutinacibn
es en un microscopio de campo oscuro pero también es obser-
vable por otros medios y constituye un ensayo sencillo e
inmediato de la presencia de los anticuerpos de pilos en

[l
1

un suero experimental.

Entre las aplicaciones'del ensayo pueden»mencionarse
la seleccidén de gonorreas para seleccionar individuos para
el ensayo de cultivo, identificacibn de individuos de alto
riésgo distinguiendo las infecciones nuevas de las antiguas
en un'individuo particular, identificacifn de la cepa res-
ponsable de un epidemia local y de las cepas responsables

de ciertos sintomas particulares.

- 13 -
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Debe chservarse que aungue cste ensayo es Gtil

para la determinacidn de la presencia de anticucrpos de

los pilos GC en una muestra de ensayo, no es posible de-

terminar directamente si el sujeto del cual se ha tomado
el sucro padece de gonorrea activa o ha sido infectado en

el pasado y es simplemente un portador de anticuerpos. g

a

Ademés debe observarse que es posible gue unh sujeto muy re---

cientemente infectado (es decir, en los dos o tres dias
anteriores) no d& una respuesta positiva ya que puede no
haber habido tiempo suficiente para gque el organismo cree
una concentracién de anticuerpos suficiente para dar un
titulo detectable.

Se ha obsexvado que los pilos de los opéanismos
N. gonorrhoeae contienen uno o més determinantes inmunoldgi-
cos seleccionados entre un grupo de por lo menos cuatro de
estos determinantes. Asf, la reaccibén de aglutinacidn por
anticuerpos ocurriré& entre loa pilos y un suero conteniendo
anticuerpos contra por lo mends uno de estos determinantes
inmunoldgicos. La intensidad de la respuesta dependeréd de
la concentracidén de anticuerpos en la muestra de suero de
ensayo e igualmente del nfimero de determinantes inmunol6gicos
intéractuantes sobre los pilos y en el suero.

Asf es posible, dadas por ejemplo cuatro muestras
diferentes de pilos GC que se sabe que contienen por lo me=

nos uno de los determinantes antes citados, determinar répi-

- 14 =
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damente la presencia de los correspondiente anticuerpos de
los pilos GC en cualguier sucrﬁ'de ensayo.

Anélogamente, cuando se dispone de una fuente de
organismos y puede ser fdcilmente cultivada, los pilos de

estcs organismos son aislables. Como se dispone de sueros

normalizados que contienen anticuerpos contra un determinan-...

te cualquiera predeterminado de los cuatro determinantes

antigénicos de los pilos GC, como resultado de esta inven-

cidn, los pilos de la fuente de ensayo desconocida son sero-

tipificables en cuanto a la identidad y el n@mero de estos
determinantes sobre ellos. Este procedimiento ayudard c6n~
siderablemente al trabajo epidemiclégico destinado a se-
guir la pista de'la infeccibén de gonorrea.

Los bilos ﬁueden ser absorbidos sobre diyersos pox-
tadores conocidos en log ensayos inmunolégicos.tales cOomQ
ldtex, glébulos rojos lavadds, carbbn vegetal, ?oliacrilamiv
da, agarosa y sim@lares, para formar los substratos para los
ensayos de aglutinacidn de suero o.élasma.

La disbonibilidad de pilos tambié&n proporciona la
base de los ensayos de hemoaglutinacién e inhibicidn de la
heﬁoaglutinacién. Ambos ensayos estdn basados en el princi-
pio de gue los pilos éontienen centros de combinacidn espe-
cificos que interaccionan‘con los glébulos rojos de la

sangre. Asf, cuando los pilos y los glébulos rojos se incu-

ban juntos, los gl6bulos rojos forman un perdigbn aglutina-
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do difuso por sedimentacidn por la accidn de la gravedad.
Si en el medio de ensayo no hay pilos, los gléhulos rojos
sedinmentan formando un perdigbn claramente definido por la
accibn de la gravedad. Esto constituye un medio de ensayo deé '
la presencia de los pilos en una solucidn. ;nJ'

En el ensayo de inhibicién de la hemoaglutinacién, .
se agrega un suero de ensayo del gue se cree que contiene,‘f:
aunticuespu de lus pilios GC a una suvlucidu yue cunlicue  wia “
cantidad determinada de pilos y la mezcla se incuba y centris ’
fuga. Los pilos gue interaccionan con sus anticuerpos preci-
pitarin. E1l liquido que sobrenada se agrega después a los
glébulos rojos. Cuando todos los piios han reaccionado con
los anticuerpos del material de ensayo, se obtiéne un perdi-
gbn neto (es decir, no hay aglutinacibén). Los expertos en
esta té&cnica entender&n que este ensayo tiene significado
cuando se realiza frente a controles (es decir, sin anti-
cuerpos) y a diluciones predeterminadas.

La precisibn de este énsayo aumenta si el suero se
trata primero con glébulos rojos lavados (es decir, antes
de la adicidn de los pilos). Este procedimiento elimina los
factores del suero que producirian aglutinacién de los glébu-
loszrojos independientemente de la presencia de pilos.

Hasta ahora no se ha conseguido de ninguna forma un

método de inmunizacidén de los seres humanos contra N.gono=

rrhoeae. Se ha encontrado  gqgue cuando unos voluntarios huma-

- 16 -



15

20

25

nos se invectan con una cantidad suiiciente de cristales
de pilos GC, adecuadamente de alrededox de 2z a 100 microgra-

moz de dichos pilos por kg de peso corporal para elevar el

nivel de anticuerpos de sus sueros hasta un titulo PAT (§03 R

sayo de Aglutinacién de Piles) de 100 como minimo, se obtiene 7

un cierto grado de proteccidn de por lo mencs 1,6 log ciclosy-

Es decir, que el sujeto es capaz de resistir a la infecciln -

N T mamea AdAa T A
C WG SCPG ST a8 Yhee dox

[

P . [ R
POL un nuneLow Jdadu ue viyanilomnes

van los cristales de pilos GC inyectados, de aproximadamente

1,6 6rdenes de magnitud mayor que el requerido para producir

la infecci6n en sujetos de control en estado no inmunizado.

No se ha observado ninglin efecto téxico atribuible a los pi~:.
los cuando se han inyectado cristales de pilos GC. Los sujetos
humanos con un tftulo de hasta 200 resultan inafectados y

unos primates experimentales (monos Rhesus) han sido some-
tidos a unos tfitulos de aproximadamente 10.000 en el ensa-

7
yo PAT sin que se observara ningln efecto perjudicial de

ningfin tipo. Ademés se ha obse;vado que parece aconsejable
gue las inyecciones de cristales de pilos GC, en un medio
vehfculo adecuado, se realicen durante un periodo de tiempo
algo prolongado, adecuadamente un periodo de hasta unas 5 se-
manas. La administracién puede estar comprendida entre 1 y 5
partes alicuotas de cristales de pilos GC, pilos de una sola

barra, o cualguier fuente adecuada de pilina G.C. Aunque

itil, no es esencial un régimen de administracién extendido.
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Este régimen de administracibén permite la acumulacidn gra-
dual de anticuerpos en el sistema.

Se observard ademds que no se ha advertido ninguna
reaccidn adversa local contra los cristales en el punto de
inyeccifn cuando las inyecciones se realizan en un sujeto
al gque va se han administrado los cristales con anteriori~
déd en otro punto.

A la vista de la existencia de varios determinantes
de aniicuerpos como se ha mencionado antes, es conveniente )
administrar los cristales de pilos, los pilos de una sola
barra u otras fuentes de pilina G.C. que contienen cada uno
de los determinantes conocidos con objeto de obtener la ma-

xima proteccidn.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

Preparacibdn de los cristales de pilos GC

Crecimiento de un cultivo superficial de organismos

N. gonorrhoeae :

La Neilsseria gonorrhoeae se encuentra en cuatro

formas de colonias arbitrariamente denominadas tipos T3, T,,

T3y Ty. Sin embargo, esta denominacidn ha sido generalmente

aceptada. Los organismos de los tipos Ty T, son los organis-

mos causantes de la enfermedad denominada gonorrea en los se-

res humanos y solamente estas formas poseen pilos. Los pro-
cedimientos establecidos a continuacidén son aplicables a los

crecimientos de organismos de tipo T, y tipo T,. Debe obser-
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varse que las cepas de N. gonorrhocae son aislables de las

secreciones corperales tomadas de pacientes humanos. Estas

secreciones contienen habitualmente no sole los tipos Ty o

T, deseados sino también los tipos T,y Ty carentes de pilos.
Ademds, debe cbservarse que un cultivo que comienza coma, 7
por ejemplo, un tipo T, bastante puro a su debido tiempo, -
mediante subcultivo, produce tipos T, y T, carentes de pi- '
LOS asi como Tipos Vg

En el cultivo de las variantes coloniales T, y Ty,
se ha observado una tercera variante provista de pilos,
arbitrariamente denominada TR' Esta variante tiene un aspec-
to &spero y aungue estd completamente caracterizada se cree
que estd estrechamente relacionada con los tipo% Ty T,
ya que estos tipds se obtienen por subcultivo de colonias

T ., El rendimiento de pilos a partir de los tipos TR es el

R’
mismo que a partir de cultivos Tz.

Con objeto de que la produccién de pilos T, o Ty
sea méxima, deben seguirse ciértos procedimientos prelimi-
nares.

Las muestras originales se cultivan sobre placas
de Thayer Martin (T-M) que permiten el crecimiento de
g.tgonorrhoeae inhibiendo el crecimiento de la mayoxr parte
de las otras bacterias. Como las placas T~M no son adecua-

das para distinguir los tipos coloniales, las colonias de

las placas T-M se depositan formando rayas sobre un medio
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de cultivo adecuado (medio GC, Difco ntmerc de catidlego

0289~-1, por ejemplo). Despuls se prepara una sucesidn

de subcultivos a partir de colonias finicas sobre el medio

(en adelante denominado medio GC) hasta que las colonias
estin constitufdas por mds de alrededor del 90 % del tipo

descado. Aunque el procedimiento puede ser utilizado tanto .

para el tipo T, como para el tipo T, y, como se ha demostra;’

P

ao, el Tipo Wy Y Y, sou Inmunoidyicanenie similares, se
prefiere mantener la separacitn de los tipos. En adelante,

trataremos del tipo Tz. salvo en los casos en gue se indi-

quen. ebpec¢flcamente las dlferenClas, los procesos de desa-

rrdﬂo de T, son igualmente apllcables al Tq. Cuando el cre-
cimiento sobre una placa presenta més del 90 % de colonias,
por ejemplo, T2, se retira el cultivo de la placa y se sus-
pende en un medio de congelacidn adecuado, por ejemplo BSA-
glutamina, se divide en partes alfcuotas y se almacena a

temperaturas reducidas, adecuadamente del orden de -70°C

.
1

a-196°C.

Debe observarse que, como se ha dicho antes, las mues-

tras con una proporcidn inicialmente alta de T2 tienen ten-

dencia, por subcultivo, a volverse inestables y formar canti-

dades menores de T,. Por lo tanto, al formar los cultivos,
debe tenerse cuidado por una parte de garantizar una eleva-
da proporcién inicial de organismo T, y, pPox otra parte,

debe tenerse cuidado de utilizar una cepa suficientemente
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“joven", es decir, que no haya aido excesivawmente subcul-
tivada con frecuencia, para defenderse de la posibilidad
de inestahilidad. Cuzndo se desea producir pilos Tl’ es

incluso mis importante que en el caso de los pilos T, uti-

lizar un inoculum gue contenga mis del 90 % de T . 2.

El inoculum para la produccifn de pilos se prepara
depositando una tira de partes alicuotas primarias, adecua-
da pero no necesariamente congeladas, sobre una placa Petri

de medio GC e incubando durante 12 a 24 horas. De i2 a 15 ho-

PP

.

ras para las cepas con los tipos szés inestables y de 12 a

24 horas para las cepas con los tipos T, mis estables. Se

_prefiere cultivar el inoculum a una temperatura comprendida

entre 35 y 37°C, aunque se considera preferible una tempe-
ratura de 35°C. También se consideran deseables unag condi-
ciones de gran humedad. A humedades inferiores al 70 %, se
ha observado que el rendimiento de pilos es menor que a hume-
dades mayores. Por lo tanto, se considera deseable operar a
una humedad comprendida entre él 70 y el 80 %. Aunque no se
conoce bien el efecto de lé atmésfera sobre el crecimiento y
los cultivos de N. gonorrhocae mis viejos crecen sin adicién
de Qiéxido de carbono, se ha encontrado muy adecuada una atmés
fera que contiene entre 5 y 10 % de dibxido de carbono junto
con 90 a 95 % de aire. |

Despuds de la inoculacién incial, la placa se cubre

con alrededor de 50 a 75 % del cultivo y a continuacién se re-
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1 tira el cultivo de la misma. En un procedimiento adecuado,
se agrega una pequefia cantidad de solucidn ae casaminodcidos
‘estéril a la placa de inoculum y el cultivo se rasca con
una espdtula de vidrio estéril. Se ha encontrado adecuado 1,1.
5 utilizar entre 5 y 6 ml de solucién por placa y de 2 a3 mlri;‘
| de la suspensibn asi preparada y son suficientes para inocu—ifq
lar las bandejas mayores de medio GC. Despuds las bandejas ‘
se 1incupan durante un periovdo de Licwpu del Miswu viGel, ba-—
jo las mismas condiciones que en las placas‘FétrP de inoculum
O 1 , . ' L
y se recogen los pilos producidos.

.  En este momento del proceso, ya no e€s necesario uti;.
lizar técnicas estériles aunque natﬁfalmente, como en todos '
los procedimientos, es conveniente utilizar un équipo limpio,
unos reactivos puros y realizar todas las operaciones a la

15 temperatura mds baja posible para inhibir un crecimiento bac-
teriano indeseable.

- ' El cultivo gonocbcico se recoge utilizando una solu-
cidn reguladora adecuada. Aunqﬁe la naturaleza quimica de la
€§ solucifn reguladora no es critica, el intervalo de pH és im-—

20 portante. Por razones que resultarén evidentes, cuando se
purifican los pilos T2' la solucidn reguiadora no debe ser
utiiizada a un pH superior a 9,3. Se prefiere operar dentro
de un intervalo de pH de 5,5 a 9,2, todavia mejor de 7,0 a
8,6. Cuando se ha empleado un cultivo predominantemente Tl'

25

el pH no debe pasar de 7,7 pero debe estar comprendido entre

- - 22 -
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5,5y 7,5, adecusdamcpie entre 7,0 y 7,2. Estos intcervalos
garantizan el mantenimicnto de todo el material piliado

en estado agregedo. Como solucidn reguladora midg adecuada,
podemos mencionar la golucifn salina de Tris.

En el procedimiento preferido, la solucidn regula-
dora de lavado se coloca sobre la superficie del medio de
cultivo, se rasca el cultivo para separarlo del medio con
un instrumento adecuado y la suspensidn acuosa se retira
de forma adecuada, por ejemplo con una pipeta o una trom-
pa de agua. Si se desea, puede realizarse un segundo lava-
do de la misma manera, recogiendo todas las suspensiones
liquidas.

Para aumentar el rendimiento, puede realizarse un
tercer lavado con una solucién reguladora a pH alto. Es decir,
una solucifn reguladora con un pH superior a 9,3, adecuada-
mente entre 10,1 y 10,3. E1 usgo de esta solucibn reguladora
producird la disolucién de todo el material pilico residual.
Cuando se trata de aislar losxpilos Tl’ solamente es necesa-
rio que el pH pase de alrededor de-8,6, pero no hay ningfn
inconveniente en utilizar valores mds altos. Esta suspensidn
bésica no se reune con las primeras. aguas de lavado sino
que se deja aparte para una fase posteri&r de la purifi-
cacién. Debe observarse que cuando se ha producido un buen
crecimiento de pilos, el cultivo tiene un color naranja/ro-

sado caracteristico o un color rosa cdlido y el medio de cul-
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tivo prescnta un olor similar al de un guisado. Se observa
que el cultivo estd aglomerado en agregados acordonados pe-~

gajosos y que se desliza fdcilmente para separarse del me-

- dio de cultivo cuando se tira con un instrumento adecuado, ..

por ejemplo una espdtula de vidrio.

Aunque son aconsejables los procedimientos anterio- ... -
res cuando se desean altos rendimientos de pilos de gran
pureza, se obfiencn resultados bastante aceptables median-
te un procedimiento considerablemente abreviadoEneste pro-
cedimiento, no se utilizan él primero y el segundo lavados
antes indicados. Todo el cultivo se trata con una solucibn
reguladora a pH esencialmente alto, adecuadamente un tampén
de etanolamina de acuerdo con los procedimientos del tercer
lavado. Ademis de los pilos disueltos, el medio de lavado
contend® muchas impurezas que de otra forma se habrian se-
parado; sin embargo, se ha encontrado que estas impurezas
pueden ser retenidas en solucifn por precipitacibén del mate-
rial pilico en la forma descrita mds adelante.

Cultivo profundo de organismos de N. gonorrhoeae

El cultivo profundo de los organismos de tipos T, ¥
T2 en un medio liquido se lleva a cabo de forma convencional,
utilizando un medio y-un ambiente idénticos a los utilizados
par& el cultivo superficial a excepcidén de que el medio no

contiene agar como agenté solidificante. Se ha observado que

los organismos crecen y producen pilos continuamente. Asf, un
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medio de cultivo profunde contendrd gran cantidad de material
pilico en suspensién. Cuando se desarrollan cultivos de ti-
po T,, como el pH es normelmente infexrior a 9,3, no se pro-
duce una solubilizacién indescable de los pilos. En el cul-
tivo de organismos T,, el pH puede ascender por encima de
7,7, por ello, antes del tratamiento que se describiréd nds
adelante, el pH debe ser ajustado dentro de unos 1imites

de 5,5 a 7,7, preferiblemente de 7,0 a 7,2. Aunque no es
critico, se prefiere realizar este ajuste algunas hofas,

por ejemplo 8~20 horas, antes del tratamiento para asegurar

la cristalizaci6én de los pilos Ty parcialmente solubilizados.

Tanto en los cultivos Tl comc en los Ty, es conve-
niente, pero en modo alguno esencial, llevar a cabo el culti-
vo en un medio suavemente agitado y en presencia de una pe-
quefia cantidad de tierra de diatomeas, tal como Celite. La
cantidad de, por ejemplo, Celite debe estar comprendida ade-
cuadamente entre 0,1 y 0,5 % aproximadamente, por ejemplo
alrededor de 0,3 ¢ del peso del medio de cultivo.

Purificacidn de los pilos

Separacidén de los cristales de pilos del medio de cultivo

Debe observarse que el lavado del crecimiento super-
ficial de los organismos N. gonorrhoeae contiene material so-
lubié.que né tiene interés en el aislamiento de los cristales
de pilos GC. Esto mismo se cumple en los cultivos liquidos

profundos. En el caso de los lavados del cultivo superficial
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(solamente los dos primeros lavados), la cantidad de ligui-
&
do relativa a la cantidad de cultivo es relativamente pe-

quefia. Se prefiere centrifugar todas las aguas de lavado a

"velocidades relativamente pequefas. La velocidad de cen-

trifugaci&n v el tiempo no son criticos en modo alguno.
sin embargo, se ha encontrado conveniente centrifugar entre
1000 G y 12.000 G aproximadamente {en adelante expresadc co-
mo 1 KG y 12 KG), durante alrededor de 5 a 30 minutos, prefe;v
riblemente a vnos 3 KG durante 10 a 15 minutos aproximada-
mente. El residuo en el perdigén contiene material celular
y pilico, conservéndose ambos en esta fase y despreciando el 
1fquido gue sobrenada. El 1iguido que sobrenada contiene
cantidades sustanciales de impurezas asfi como pequefias can-
tidades de pilos gue no merece la pena recuperar.

Cuando la forma de cultivo utilizada es el crecimien-
to profundo, el volumen de 1fgquido es bastante importante y,
por lo tanto, la centrifugacién puede resultar algo moles-
ta. Se ha encontrado fitil el uso de un filtro emparedado de tierra de
diatomeas para concentrar el crecimiento de los cultivos
profundos. En este procedimiento, se deposita un papel de
filtro muy grosero sobre la capa filtrante, adecuadamente
unazsuperficie de vidrio sinterizado o del tipo Buchner, se

coloca sobre ella una capa de tierra de diatomeas, adecuada-

.mente Celite con un espesor de 2 a 5 mm aproximadamente y

se cubre con un segundo papel de filtro grosero. El Celite
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sirve como medio de filtracidn real micntras que el papel

de filtre superior sirve simplemente para preservar la super-
ficie. El caldo de cultivo, cuyoc pH ha sido comprobado para
asegurarse de que los pilos se encucntran en forma cristalina,
se filtra'a través-de la capa filtrante y se desprecia el
filtrado. Los residuos combinados se recogen, por ejemplo,

en una solucidn reguladora de pH alto similar a la utilizada
para el tercer lavado del cultivo superficial y esta suspen-
sién se centrifuga aproximadamente entre 1 KG y 12 KG. Natural-
mente, se observard que en este caso el perdigbn contiene la o
tierra de diatomeas y los desechos celulares y el material
pflico se encuentra en el liguido que sobrenada.

Es conveniente en este momento separar los pilos GC
de los desechos celulares y, en el caso del cultivﬁ profundo,
también de la tierra de diatomeas.

En el caso del perdigén del cultivo superficial,
centrifugado a partir del lavado de pH bajo, esto puede ha-
cerse agregando un medio acuoso que rompe los enlaces no co-
valentes entre las barras de pilos del sistema mientras que
los enlaces covalentes quedan intactos, disolviendo asfi los
cristales de pilos para formar pilos solubilizados de una so-
la barra. Este medio puede requerir la elevacitn del pH o
puede permitir que el pH permanezca inalterado. Cuando la so-
lubilizacién se ha de realizar mediante un cambio del pH, se

agrega al residuo un regulador del pH adecuado, a pH modera-
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damente alto. Es conveniente que cl regulador presente un
pH comprendido entre 9,3 ¥y 11, preferiblemente entre 10,0

y 10,4. Cuando se utilizan valores més altos del pH, se co-
rre el riesgo de desnaturalizacidn de péptidos. Este nivel
de pH solubilizard a los cristales de pilos T, y Ty.

Cuando se desea separar los pi}os Tl de los pilos
T, en el perdigén s6lido original, el pH de la solucibn re-
guladora es inicialmente superior a 7,7 aproximadamente pero
inferior a-9,3 aproximadamente. Después se centrifuga la sus-
pensign y el ligquido que sobrenada puede dejarse a un lado
o despreciarse de acuerdo con las necesidades del procedi-
mientb. si se cree que el perdigdn sélido original contiene
cantidades sustanciales de pilos del tipo T,, se agrega so-
lucibn reguladora limpia a pH mds alto, a saber, por encima
de alrededor de 9,3, que proporciona una fase disolvénte que
contiene dichos pilos T2 pero estd exenta de pilos Tq- La
composicién efectiva de la solucidn reqguladora utilizada
en esta fase no es critica, sin embargo se prefiere especial-
meﬁte una solucibn reguladora salina Tris.

En las dos modificaciones anteriores, se ahade a
los sélidos totales un volumen de solucidn reguladora apro-
ximadamente igual a tres veces el volumen de los s6lidos. De
nuevé, esta cantidad no es critica pero se ha encontrado que
es suficiente para disolvér el material pilico sin utilizar

volfimenes excesivos del medio acuoso. Si los pilos proceden
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de un cultivo superficial y dicho cultivo superficial se
somete a una tercera fase de lavado a pH elevado con una
solucidn reguladora similar, este agua de lavado puede ser
agregada en este momento. Después se suspende el perdigln
en el medio acuoso. El método de llevar a suspensibn el
perdigén no es critico, y puede utilizarse una sonificacién
suave y breve, agitacién magnética prolongada, pipeteado
manual, mezclado manual, formacién de remolinos o agitacién
mecédnica.

Se ha encontrado preferible utilizar una agitacibn
mecinica durante algunos segundos. Aunque el método de.sus—
pensidén no es critico, es importante que, cualguiera que sea .
el método utilizado, las células no se rompan ya que la ruptu-~
ra de las células introduce un material indeseable en la ca-
pa acuosa. La ruptura de c€lulas se manifiesta en fofma de
una capa rosada sobre blanco en la centrifugacidn subsi-
guiente. El material suspendido se centrifuga después. El méto-
do de centrifugacidén no es critico; sin embargo, se ha encontra -
do gue son adecuadas las condiciones antes establecidas para
la primera operacifén de centrifugacién. En lugar de centrifu-
gar, es posible filtrar.

™, Los pilos disueltos se encuentran en el liquido que
sobrehada o en el filtrado, de los que pueden ser precipita-
dos reduciendo el pH. El érado de reduccibén del pH depéndepé

naturalmente del tipo de pilos, T, 0 Tor utilizado. Alterna-
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tivamente, la precipitacifn puede conseguirse agregando

cal amdnica suficiente, adecuadamente una sal de un dcido
mineral tal como el sulfato, preferiblemente en forma de
solucién.acuosa, para formar un sulfato amdnico, a una
conéentracién comprendida aproximadamente cntre 4 %y

10 % de la saturacidn. Sin embargo, para aumentar el rendi-
miento y el grado de pureza, se ha encontrado conveniente
introducir operaciones intermedias antes de la precipita-
cidn.

Para realizar estas operaciones intermedias de ren-
dimiento adicional y purificaci6én, se conservan el liquido
que éobrenada Yy el'perdigén procedente de la centrifugacidn
o filtracién a pH elevado. El perdigén de la fase de centri-
fugacién a pH elevado se suspende de nuevo, adecuadamente
en el mismo medio acuoso, al mismo pH y de la misma.manera
vy la'suépensién se centrifuga otra vez de la misma forma.
Después de esta centrifugacibn, se desprecia el perdigbn y
se combinan y centrifugan de nuevo 1los liquidos‘que sobre-~
nadan procedentés de las dos centrifugaciones a pH elevado.

'El objeto de la nueva centrifugacidn es eliminar
las impurezas residuales en suspensidn. Por lo tanto, la
centrifugacidn se realiza a una velocidad mayor que antes.
Dan guenos resultados unas velocidades comprendidas entre .

12 XG y 70 XG durante alrededor de 30 a 60 mind%os. Sin em-

bargo, en general se prefiere centrifugar entre unas 27 KG
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y 40 KG durante 60 minutos aproximadamente. Se desprecian
los pevdigones y se retienen los liguides que sobrenadan.
En esta fase, habitualmente es conveniente esteri-
lizar la golucidn de pilos, esto es exigido por cilertas
regias de la DA para ciertos fines. Esta esterilizacibn
puede ser conseguida fdcilmente haciendo pasar la solucibn
de pilos, inmediatamente antes de la precipitacidn, a tra-
vés de un filtro miliporo, habiéndose encontrado que es
especialmente adecuado un filtro de 0,45 micras. Después,
naturalmente, los materiales deben ser manipulados en con-
diciones asépticas, si se desea mantener la esterilidad.

' Bajo ciertas circunstancias puede ser conveniente
aislar los pilos en forma de barras individuales en lugar
de en forma cristalina. En este caso, el liguido que sobre-
nada se centrifuga de nuevo en una ultracentrifuga entre
60 vy 166, adecuadamente 106 KG, durante 2 a 4 horas, con lo
que los pilos son granulados en forma de barras individuales.

Los pilos son reprecipitados reduciendo el pH del 1i-
quido que sobrenada por debajo -de 8,1. Se ha encontrado gue
los mejores resultados en cuanto a la naturaleza del mate-~
rial cristalino se obtienen por didlisis frente a un tampdn
adecuado de pH bajo. Se ha encontrado conveniente utilizar
un t;mpén con un pH inicial comprendido entre 8,3 y 8,6,
para los pilos T,; aunqué la naturaleza gufmica del tampén

no es critica, se ha encontrado adecuada la solucidn salina
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requladora Tris. La di&lisis se lleva a cabo adecuadamente

utilizando un exceso comprendido entre unas 30 y unas 60 ve-

ces, adecuadamente unas 40 veces. La diflisis se realiza

con agitacién magnética del medic dializante externo du-
rante un periodo de unas 12 a 18 horas. Se prefiere efec-
tuar la dijlisis a temperatura reducida, es decir, a una tem-
peratura ambiente comprendida entre 0° y 10°C aproximada-
mente. Este intervalo de temperatura mds bajo reduce la
incidencia de contaminacidén bacteriana indeseable. También
debe observarse que el pH de la solucibn reguladora o tam-
pén depende de la temperatura. Por lo tanto, si la tempera-
tura del tampén se mide despuds de que el sistema se ha en-
friado hasta su temperatura de operacién, puede encontrarse
gue el pH ha aumentado hasta 9,1. Sin embargo, todavia se
obtienen resultados satisfactorios. Ademds debe observarse
que en general no es necesario cambiar el tampbn cuando se
utiliza un exceso de tampdn dentrq de los intervalos aqui
establecidos. Despuds la suspensifén cristalina se trata pa-.
ra separar los cristales de pilos. La separacién méds ade-
cuada se realiza mediante centrifugacibn a velocidad mode-
rada. Se ha encontrado adecuada una centrifugacién de alre-
dedor de 3 KG a 8 XG durante unos 60 minutos. Después se
desprecia el liquido que sobrenada.

Ccuando se desea purificar mds los cristales de pi-

los, puede repetirse dos o tres veces el ciclo de disolu-
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cibn-centrifugacidn a gran velocidad-didlisis~recentri-
fugacidn.

si los cristales de pilcs ne han de ser utiliza-
dos inmediatamente, independientemente de esterilizar por
filtracibn, se ha encoﬁtrado gue es Gtil agregar un pre-
servativo. Es conveniente que el'preservativo no sea agre-
gado a los cristales de pilos proplamente dichos o a una so~/
lucién que los contenga sino al tampdn de di&alisis utaiiza-
do para reducir el pH de la solucidén. En el caso de que el
preservativo agregado sea incompatible con el tampbn, en-
tonces, después de que se ha producido la cristalizacibn
de los cristales de pilos, puede separarse el tamp6n incom-
patible por didlisis frente a un ‘tampbn compatible y reali~
zarse una nueva diflisis utilizando el preservativo més el
nuevo tampén. Entre los preservativos que pueden ser utili-
zados se encuentran el formaldehido, el mertiolato y la
azida. Se utilizan en proporciones de 0,02 a 0,05 % apro-
ximadamente. |

Todos los preservativos citados presentan ciertos
efectos perjudiciales. El formaldehido produce la reticu-
lacién entre las barras de pilos. De esta manera, no pue-
deﬁ'ger disueltas de nuevo como antes. El mertiolato no ejer-
ce ninglin efecto reticulante y los cristales pueden ser for-
mados de nuevo; sin embargo, estos cristales nuevamente

formados presentan menor capacidad de aglutinacidén en pre-
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1 sencia de los anticuerpos de los piles. Wo obstante, la
antigenicidad no es afectada. Es decir, cuando se inyectan
en sujetos experimentales, producen la formacidn de antlcuer—

pos aparentemenuc normalea de los pilos. La azida es un pre~

T

servativo muy satisfactorio ya gque no afecta a la estructura:;i:
cristalina ni a la antigeniciéad ni aglutinacidn. Desgracia-
damente, es téxica y no puede ser empleada cuando se consi-
dera la inyeccién de los cristales de pilos en sujetos hu-
CN manos. La preparacifn de cristales es adecuadamente conser- ?n_;
+ 10 vada a temperaturas bajas, es decir, alrededor de 1-4°C. SinE;'i
embargo, cuando se considera un almacenamiento prolongado, h
es preferible disolver los cristales en un tamp6n apropiado
de pH elevado, filt;ar a t&avés de un filtro miiiporo y guar-
dar en solucién en condiciones estériles. Cuando los pilos
15 se requieren en forma cristalina, es preferible reconstituir-
los reduciendo el pH hasta el valor de cristalizacién apro-

piado para los pilos Tl o T2, segﬁn el caso. Puede hacerse

uso de esterilizacidn y de un preservatlvo cuando se desea

conseguir las mejores cond101ones posibles de preservacidn.

20
purificaciébn de pilos por disolucibén a pH constante

. La técnica utilizada para purificar los pilos a
PH ;opstante es esencialmente similar a la utilizada ante-
riormente empleando diferentes niveles de pH.

Como agentes solubilizantes pueden utilizarse las

25

soluciones acuosas de, por ejemplo, sales, adecuadamente
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sales de metales alcalines y alcalino-térreos con los
aniones de los &cidos minerales, a una fuerza idnica supe-
rior a 0,5, adecuadamente entre 4,0 y 5,0 aproxiﬁadamente,
de preferencia alrededor de 4,4, urea a una concentracin
comprendida entre 3M y 5M, sacarosa a una concentracidn
superior al 50 % en peso y finalmente agua donde la fuerza

i6nica de la solucién se reduce por debajo de 0,002M.

En una modificacidn de esta realizaclon de la inven- E

cibén, en lugar de suspénder el primer perdigén centrifugado
que estd constituido por células, pilos ¥y desechos, en un
medio de pH elevado, se utilizé cualquiera de los agentes
anteriores en los medios indicados. La suspensién se centriw"
fuga después a baja velocidad como antes. Si sefdesea un ma-
yor rendimiento, se deja aparte el ligquido que sobrenada en
la centrifugacidén a baja velocidad, los perdigones se sus-—
penden de nuevo en un medio similar, se centrifugan otra

vez y el ~liquido gue sobrena@a asf producido se combina con
el lfiguido sobrenadante anterior y- se centrifuga a gran ve-
locidad. Los perdigones de la centrifugaciln a gran veloci;

dad se desechan y el lfguido que sobrenada se dializa fren-

“te a un tampén adecuado para separawr el medio solvatante.

» Asi, cuando el agente solvatante es una sal o saca-
rosa a gran concentracidn, la fuerza iénica se reduce por
debajo de 0,5 para la sal y por debajo del 40 % para la sa~

carosa. En el caso de la urea, esta filtima se dializa fren~
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te a un tampén adecuado, por ejemplo solucidn salina re-

gulada con Tris, para obtener una fuerza i6nica comprendida

entre 0,05y 0,3 a pH 7,0 o pH 8,3 seglin se esté&n tratando

pilos Tl o Ty; anélogaménte, cuando el agente solvatante
es agua, se utilizan procedimientos similares para elevar
la fuerza idnica hasta 0,05 como minimo.

Los tampones utilizados para este fin son los mis~-
mos utilizados en el método de puriricacidn a pH direren-
cial y, ademds, se utilizan de la misma manera.

Purificacidn de pilos GC por centrifugacifn con gradiente

de densidad
La centrifugacién con gradiente de densidad se reali-
za sometiendo una mezcla de pilos y cloruro de cesio acuoso

a centrifugacibén y se utiliza la densidad 8ptica a una lon-

_gitud de onda dada para indicar la porcién del tubo que

contiene los pilos.

Aunque la centrifugacidn ﬁuede realizarse a un pH
inferior a 9, se obtienen mejéres resultados efectuando la
centrifugacién a un pH de 10,0 a 10,4, adecuadamente a-pH '

10,1. En este procedimiento, el perdigén crudo que contiene

materiales celulares, pilos y desechos, se suspende en un

tampdn de alto pH, como se ha descrito anteriormente, y se
agrega una cantidad adecuada de cloruro de cesio., Por ejem-
plo, se ha encontrado adecuado preparaxr un medio que con-

tiene alrededor de 2 a 5 g de cloruro de cesio seco por ca-
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da 10 ml de medio acucso. Asf, se ha encontrado que lo mds

adecuado es utilizar alvededor de 7,5 g de cloruro de cesio

por cada 20 ml de medio acuoso.

La mezcla se centrifuga despuds a unas 110-2§QH§G,
adecuadamente alrededor de 200 KG durante unos 30 a unay 60
horas, adecuadamente durante unas 42 horas y se mide'ié:
densidad Sptica de las fracciones en un punto dado dg&?tpbo.
tas medidas de densidad Spticaa 280 nm muestran un piEol
@nico. Las fracciones de densidad por debajo de este biéo
se separan y dializan frente a un tampén a pH bajo pégé;for—
mér lps cristales de pilos de la misma manera gue se ha des-~
crito antes; El intervalo de densidad efectivo de las frac-
ciones en solucién recogidas en este punto a 20°C estd com-

prendido entre 1,35 a 1,33 a pH 10,1.

Ensayo de aglutinacifn de pilos para los anticuerpos de

N.gonorrhoeae

La capacidad bédsica de, los cristales de pilos GC o
de barras sencillas de pilos de.aglutinarse en presencia de
anticuerpos de N. gonorrhoeae es la base del ensayo PAT'. En
este ensayo, se mezcla el suero de la sangre de sujetbs sos-
péchosos de haber estado expuestos a N. gonorrhoeae con cris-
tales de pilos GC o barras sencillas de pilos y se observa
la aglutinacién en la mezcla de los cristales o barras,

Con objeto de que este ensayo sea evaluado en su

verdadero valor, deben considerarse tres factores importan-—



L tes. En primer lugar, el ensayo no se destina a sustituir
el ensayo de "cultivo" normal péro puede servir como selec-
‘cién para determinar la exposici6n a N. gonorrhoeae. Por
lo +tanto, el ensayo serd positivo tanto para los sujetc;
'5. que han padecido de una infeccidn activa durante més de.
algunos dias como para los-sujetos que han sido expueé;os
a la enfermedad perc que desde entonces se han curado;‘El
tercer factor es gue los sujetos muy recientemente iﬁfeéta—

dos pueden no haber desarrollado anticuerpos suficientes

10 para dar una lectura positiva. Los sujetos que presentaﬁ un
resultado positivo en el ensayo deben ser sometidos ai‘énsa—
yo de cultivo tradicional. Como se describir& mis adélahte,

 se ha encontrado'que los pilos de formas infecciosas de
N." gonorrhoeae poseen un nfimero de determinantes inmunolé-

) 15 gicos especificos. Los pilos de ciertas cepas §oseen uno o
més de estos determinantes. Por lo tanto, para que una selec-

) : cidn sea efectiva, debe realizarse utilizando cristales de

pilos gue cubran el espectro de determinantes inmunollgicos.

Q? Los cristales de éilos @C utilizados en el ensayo
20 se prebaran en la forma descrita anteriormente,

El ensayo buede realizarse’emfleando suero o élaSu
ma dél sujeto exﬁerimental. Las referencias dadas aqui, al
suero o ﬁlasma, por lo t&hto, pueden considerarse intexcam-
biables para los fines del egsayo. La cantidad de suero o

25

plasma requerida es extraordinariamente pequefia. Se ha en-
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contrade satisfactorio pinchar el dedo de los sujetos pa-

ra obtener algunas gotas de sangre y centrifugar estas en

un pequefio tubo de centrifuga (alrededor de 250 Fl) para

dar entre 10 y 20 Pl de plasma que resultan adecuados para
realizar el ensayo. R

3w

Is costumbre efectuar los ensayos de esta naturale-

za a diversos niveles de dilucibn. Por lo tanto, el svero

se diluye .de manera predeterminada (habitualmente diiﬁc£o~
nes seriadas) con un diluyente adecuado previamente dééer—,
minado. La naturaleza del diluyente no escritica sié@éie
que ho interfiera con la marcha del ensayo. Puede utiii#ar—
se cualquier tampbn acucso tal como la solucién saliha re-
gulada con fosfato o la solucifn salina regulada conhTris,

a un pH comprendido entre 7,0 y 7,5. Se prefiere la soluci6n
salina requlada con Tris a un pH de 7,2. En la realizacibn
del ensayo, la suspensiéﬂ de pilos se agrega al suero di-
1uido para dar una concentracidén final comprendida entre

10 y 50 microgramos por mililitro de cristales en la suspen-
si6n. Se ha encontrado que los mejores resultados se obtie-
nen a la menor concentraci6n de cristales de pilos; por ello,
para los fines de normalizacifn de los niveles de anticuer-
pos de pilos en los sueros experimentales, se ha tomado co-
mo patrén la concentracifn arbitraria con fines comparati-

vos de 20 microgramos de cristales de pilos por mililitro

de suero (o plasma) diluido.
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I Despuds de mezclar los ciristales de pilos con los

SUeros diluidos,'se incuba la mézcla. El tiempo de incuba-

~cibn no es critico y puede ser desde solamente 15 minutos
hasta incluso 48 horas, siendo despreciables las variacio-

"5 nes de las lecturas. En una forma ré&pida del ensayo TAY,

la mezcla de suero-pilos se agita a mano en una placal@ﬁ—
rante 1 a 3 minutos, obtenié&ndose resultados'similarc; pe-
ro con ' cierta pérdida de sensibilidad. La temperatura}éila

o~

cual se mantiene la mezcla tampoco tiene importancia siem-

10 pre que estéd comprendida entre 0° y unos 4S°C, a exgebgién
dé que parece preferible mantener la mezcla a una.tém§é¥atu-
ra comprendida entre 22° y 40°C, adecuadamente a unééu22°
durante 15 minutos como minimo. Al parecer, almacenando'la
mezcla a continuacién a temperaturas de solamente 4°C duran-

} 15 te hasta 24 horas no se producen cambios significativos del
titulo. Se han obtenido resultados satisfactorios por incuba-

cidbn durante 30 minutos a 37°C. Una vez terminado el perido

de incubacibn, se coloca una parte alficuota sobre un micros-

copio de campo oscuro y se observa y puntua la aglutinacibn.

20 La puntuacidn se realiza en la forma relativa arbitraria ha-
bitual para los ensayos de esta naturaleza, a saber: 4+,
3+,:2+, i+, =, + y —~. Para determinar el titulo de una mues-
tra dada, se toma como lectura final la Gltima dilucidn
que da una glutinacibn 1+, La puntuacibén 14 es la puntuacibn

25

que presenta la aglutinacién minima observable sobre una mues

- 40 «



L tra de control patrén.

Como las lecturas del tftulo pueden variar de un lo-
te a otro de cristales de pilos de acuerdo con su estado,

es conveniente controlar el ensayo, cuando se realiza, va-

> lorando los cristales frente a antisueros de. tftulo PAT -eono-
cido ademds de frente a los controles habituales contra el

diluyente sin suero y el diluyente con suero normal._fw

.

Se ha encontrado que bajo las condiciones utiliza-

fo das, el ensayo es reproducible dentro de una lectura de ti-

o

10 tulos de un factor 2 (x 2}.

Sérotipificacién’de’N.'qonorrhoeae .

4

Hasta ahora, no ha sido posible serotip?ficér‘ibs
organismos de yé;gonorrhoeae en un sistema Gtil y signifi—
cativo. No es desusado que organismos de cepas diferentes

, 15 de la misma especie den diferentes respuestas anticuerpo.
Estas respuestas anticuerpo caracterizan a las cepas y
la identificacidn de estas caracteristicas constituye una
ayuda sustancial en los estudios epidemioldgicos del progre-
69 so y origen de un brote particular de la enfermedad. Es espe-
20 cialmente interesante en las enfermedades venéreas ya que
la.eliminacién de la enfermedad depende con mucha frecuen-
cia de seguir la pista del contacto persona a persona. Por
lo tanto, si la fuente de una infeccidn puede ser identifi—‘
'cada por serotipificacibn , ‘este tipo de seguimiento de la

25

pista puede ser considerablemente favorecido,
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Examinando 21 cepas procedentes de fuentes bien dis-

tribuidag poxr todos los Estados-Unidos, se ha encontrado

que hay por lo menos cuatro determinantes inmunolégicos

presentes cn los pilos de estas cepas. En cada cepa hay uno
o mis de cstos determinantes. Por lo tanto, si puedeﬁ“}éen-
tificarse las caracteristicas determinantes de una muesira
particular, puede ser descubierto mids fécilmente el 6}igen
de la infeccidn. |

Cuando los organismos de N. gonorrhoeae derivaﬁ de
un sujeto infectado y se cultivan para producir cristales
dé pilos, los determinantes inmunolfgicos presentes gnj}os
cristales de pilos procedentes del ;ujeto ppedeh serﬂf&;il—
mente descubiertos sometiéndolos al ensayo PAT'éon los sue-
ros tipificadores antes mencionados que se sabe gque contie-
nen anticuerpcs pafa solamente un detefminante. Asi, puede
establecerse el perfil seroldgico de cualquier organismo
de muestra dado. :

\

Vacuna contra 1la gonorrea — Sequridad y potencia

Se han inyectado cristales de pilos GC y pilos de
una éola barra en sujetos experimentales in vivo y se ha
encontrado que no ejercen ninglin efecto téxico de ningfin
tipb. Los tnicos efectos negativos fueron observados con
embriones de pollo inyectados intravenosamente. Se adminis-
traron tres inyecciones subcuténeas de 100 a 200 microgramos

por kilogramo a unos ratones experimentales, dando una dosis
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total de 300 a 600 microgramos por kilogramo; andlogamente
se inyectaron unas ratas dos veces a razén'de 8000 microgra-
mos por kilogramo, con una dosig total de 16.000 microgramos
por kilogramo. Los monos Rhesus recibieron tres inyecciones
de 100 microgramos por kilogramo, intramuscularmentebyrias
personas recibieron inyecciones de 2-10 microgramos ﬁqf:
kilogramo, seguidas de una inyeccibn de 50 microgramééubor
kilogramo intramuscularmente. Ninguuo de 1os animdles; i—:?.pe-—
rimentales muridé ni presentd ningfin efecto toxico locﬁl ni
sistémicof presentando.los embriones de pollo una DL5o-de

60 microgramos por libra. Las reacciones en sujetos humanos
variaron entre ningfin efecto sistémico de ningln tipo y ca-
tarros transitorios y fiebre en uno de los sujeéos soretido
a prueba. El tftuo PAT en conejos llegl a 1000-8000 y en
monos Rhesus llegé a 10.000+. E1 titulo PAT en humanos va=
ri6 entre 100 y 200.

La dosis requexrida para infectar al 50 % de los suje-
tos experimentales (DISO) es d;l orden de 5,0 x %02 orga-
nismos. Unos experimentos preliminares indican que la DIgy
de un sujeto humano con un titulo PAT de 100-200 es 2,0 x
10% organismos. Esto representa 1,6 log ciclos de protec-
ciéﬁ o, dicho de otro modo, un sujeto humano con un titulo
PAT de 100-200 tiene solamente una probabilidad del 0,86 %
de ser infectado después de un contacto mientras que una

persona no inmunizada corre un riesgo de alrededor del 30 %.
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A la vista de estos hallazgos, con objcto de con-

seguir un nivel aceptable de proteccién en los seres huma-

nos, al sujeto humano debe administrérsele una cantidad

suficiente de cristales de pilos GC, adecuadamente contra
todos los factores determinantes conocidos, para elevar.el
nivel PAT contra cada uno de estos determiantes hastd¥i§0
como minimq, preferiblemente hasta 200 como mfnimo. Fstos
nfvp1p§ ae mbhiienen administrando entre alrededor defé[y
100 micro@ramos por kilogramo de peso corporal de criéi@-
les de pilos GC de cada determinante. Sin embargo, debe
obse;varse que puede alcanéarse un tftulo de 100 solamente
con 1 pg/kg. La forma de administraéién dependeié de‘ia;sen—
sibilidad del sujeto, si presenta alguna, pero pueden éQmi—
nistrarse adecuadamente entre una y cinco dosis a lo léfgo
de un periodo de tiempo de hasta 8 semanas.

Losrcristales de pilos GC, las barras de pilos sen-
cillas u otras fuentes de pilina GC pueden ser administrados
en cualquier medio adecuado péra la inyeccidn intramuscular.

TRABAJO EXPERIMENTAL

Fuentes de N. gonorrhoeae utilizadas

Se aislaron 21 cepas de N. gonorrhoeae de personas

que padecian gonorrea, que fueron designadas como sigue:

Pittsburgh 1-2 CDC M=-2 Seattle 1-2
Pittsburgh 3-2 CBC T-2 Seattle 3-2
pittsburgh 4-2 CDC F62-2 Seattle 9-2
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Pittsburgh 6-4 Atlanta 4~2 Norfolk 2-2

Pittsburgh 7-2 Atlanta 6-2 Norfolk 7-2
CDC B-2 Atlanta 9-2 Dayton 8-2
cDC C-2 " Atlanta 10-2  CDC 005-2

En todos los ejemplos siguientes, se hace réfé?&n—
cia especifica a la cepa Pittsburgh 3-2. Cuando los b§£és
organismos citados se someten a los mismos procedimiéﬁfbs
que la cepa rPittspurgn 3-2, Se optlenen resultados 51ﬁi;
lares. ’;'

EJEMPLO 1

N Purificacién de la cepa

Los cultives primarios de la cepa Pittsburgh~3r? se
depositan sobre placas Thayer-Martin conteniendé agarnThayer—
Martin (Manual of Clinical Microbiology, segunda edici6n,
Amer.Soc.Microbiol., Lenette y colaboradores (Ed.) 1974,
p4g. 920). Las placas se incuban durante unas 18 horas a
35°C a una humedad de 90 %, en una atmésfera constituida
por 95 % de aire y 5 % de dié#iao de carbono. Se examinan
las placas y las colonias que se parecen a la forma T,
altamente pilada se depositan formando rayas sobre medio
GC: Después de incubar bajo las condiciones anteriores, se
reéogen las colonias tipo T, y se vuelven a depositar for-
mando rayas sobre un medio GC.

Siguiendo el procedimiento anterior, pero cuando
se desea el cultivo del tipo T, de este organismo, se de-
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positan de la misma forma unas colonias con preponderancia

del tipo Tl menos piliado.
' EJEMPTO 2

Preparacidn del medio de cultivo GC

a) Preparacibn de suplcmento DSF

Se prepara una solucidn acuosa de cocarboxilﬁ&é;
(0,2 % en peso) en agua destilada a la temperatura aﬁy;énte
y se esteriliza por riltracibn a traves de un F1LEro miii-
poro de 0,45 micras. Se calienta en un autoclave a 12%1°C,
con una presifbn de 16 psi (1,1 kg/cmz) durante 10 minutos,
uha solucidn acuosa constituida por 40 g de glucosa,:i;o g
de glutamina, 10 ml de nitrato férrico al 0,5 %.en péso%en
agua destilada y 90 ml de agua destilada y desp;és 6 en-
fria la solucién. A esta solucidn tratada en autoclave se
agrega 1 ml de la solucién de cocarboxilasa anteriormente

preparada para formar la solucibn DSF.

b) Preparacibn del medio de cultivo

En una vasija adecuada se agitan suavemente 10,8 g
de Bacto GC Medium Base (Difco Mannual 19th. Ed., pdg. 122)
{(Difco Laboratories, Detroit, Michigan) y 300 mi de agua
de;tilada y la mezcla se trata en autocléve en la misma
vagija a 121°C con una presién de 16 psi (1,1 kg/cmzy duran-
te 15 minutos. Se saca la vasija del autoclave y se enfria
entre 50 y 60°C y se agrega a la misma el suplemento DSF

{3 ml) antes preparado.
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Preparacidn de placas de inoculum y de discos de desarxollo

Unos discos de desarrollo de pyrex o aluminio y unos
discos de inoculum del tipoPetri’ se lavan, se enjuagan con
agua destilada, se cubren con ldmina de aluminio y se tratan
en autoclave durante 30 minutos a 121°C con una presggéide
16 psi (1,1 kg/cmz). En los discos asi preparados se Giérte
el medio de desarrolloc fundido preparado como se ha désgri«
to en el Ejemplo 2. Las-placas deben ser vertidas coﬁ'édidado
en un laboratorio cerrado, exento de polvo, utilizandauféc~
nicas asépticas para evitar la contaminacifn con bactéi;as
indeseables. l

EJEMPLO 3

Desarrollo del inoculum

Las colonias T, de las placas Thayer-Martin (Ejem-
plo 1) se depositan formando tiras sobre las placas de ino-
culum preparadas como se ha descrito y se cultivan a 35°
y 90 % de humedad, en una atmésfera de 5 % de dibxido de
carbono y 95 % de aire. Las placas se subcultivan progresi-
vamente hasta que mds del 90 % del crecimiento es del tipo
colonial Ty piliado. Dependiendo de la estabilidad de la
cepa, el tiempo de desarrollo esté comprendido entre 12 y
24_horas, en cuyo momento la placa estard cubierta entre

el 50 ¢ y el 75 % con cultivo,
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1 RJIEMPLO 4

Produccidn de pilos GC por cultivo superficial

Los discos Peitri del Ejemplo 3 conteniendo el creci-
miento Té se lavan con una solucidn acuosa de casaminodcido

5 (5 ml, 0,7

@

en peso). El crecimiento se rasca pararéépérar—
1o del medio con wna espdtula de vidrio estéril, la Suépen—
sién del crecimiento en la solucibn de casaminoécidoﬂéé pi-
petea desde La placa y se divide en dos pandejas de crecimien-
to de unas 14 x 10 pulgadas (356 x 254 mm), habiendo sido

hd 10 preparadas estas bandejas en la forma antes descrita.” La
suspensidn se extiende uniformemente sobre la superfiéie
y las bandejas se incuban a 35°C y 90 % de humedad én- una

atmésfera de 5 % de didxido de carbono y 95 % de aire, du-

rante 20 horas.

15 Recogida del crecimiento del cultivo superficial
Se prepara una solucibn de reserva de solucibn sa-
lina regulada con Tris disolviendo 510 g de cloruro s6di-

'

co, 363 g de Tris, también conocido como tri(hidroximetil)

aminometano y 100 ml de &cido clorhidrico concentrado junto

20 con agua destilada suficiente para producir una solucibn de
reserva con un volumen de 10 litros. El pH se ajusta al va-
1o£ normal de trabajo de 8,5 mediante la adicibn de mds
4cido clorhidrico concentrado. Cuando se requiere un ajuste
del pH hacia arriba, se.agrega solucifn acuosa concentrada

25

(10N) de hidréxido s6dico. Antes de utilizarla, la solucibn
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de reserva se diluye hasta 1/6 de la concentracitn original.

La solucidn salina regulada con Tris (denominada en adelante

‘TBS) tiene un pH inicial de 8,5. Se colocan 10 ml de la solu-

cién TBS sobre la superficie de crecimiento de la bandeja

de produccibn, se rasca el crecimiento con un rascadof'aé vi-
drio y la suspensifn se pipetea a un depbsito. El lavé@é;y el
rascado se repiten con un segundo lote (10 ml) de Tstfdse
reunen awbas aguas de iavado. La superiicie qe crecimisnto

se lava una tercera vez con 10 ml de solucibn reguladofa de
etanolamina (pH 10,1) y la suspenéién se conéerva PeEDC O

se reune con las anteriores., (EL iampén de etanolamiﬁaﬂée
prepara a partir de 37,3 ml dé etanolamina liquida, 147{0 ml
de &cido clorhidrico acuoso 1N y agua destilada hasta lzlitro).

De acuerdo con el procedimiento anterior, cuando se
cultivan pilos T; en lugar de T,, el pH de la TBS estd com-
prendido entre 7,0 y 7,2.

En una buena operacién de produccién, el crecimien-
to tiene el caracteristico colér naranja/rosado o rosa cali-
do vy presenta un olor similar al de un guiso. Ei crecimienté
se aglomera en agregados acordonados pegajosos y se desliza
facilmente fuera de la superficie de agar del medio cuando
se éira de ellos con una espdtula de vidrio.

Las bandejas que contienen el medio de crecimiento

se 1impién después, se lavan y esterilizan en la forma antes

descrita y se recargan con mids medio de crecimiento.
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EJEMPLO 5

Crecimiento en cultivo profundo de pilos GC

De acuerdo con los procedimientos'del Ejemplo 4,
utilizando el mismo medic de crecimiento y el mismo suple-
mento nutriente pero excluyendo el agar y sustituyenagfel
almidén insoluble poxr almidén soluble, se carga el ithulum
en el medio de crecimiento y se incuba en una atmésfé?é de
5% de atrte y 5 5 Ge *pz a 535-37°C, en presencila de—na;ta
0,5 % (calculado sobre el volumen del medio liquido)’dé
Celite, durante 18 horas, con agitacidn suave. '

. Después se filtra el medio de cultivo a traﬁéé_de
una capa filtrante en forma de empaéedado, sobre un ewxhudo
de wvidrio sintérizado‘grosero. La capa filtranté estéd cons-

tituida por un papel de filtro grosero, una capa de 5 mm

de Celite y un nuevo papel de filtro grosero.

El filtrado se desfredia y el residuo se trata de.
acuerdo con el tercer érocedimiento dé'lavado (tampdn de
etanolamina) del Ejemplo 4, y despﬁés se trata de acuerdo
con los procedimientos del Ejemplo 6, pérrafo iii, infra y
siguientes.

 * EJEMPLO 6

i) Las suspensiones TBS producidas en los ejemplos
anteriores se cargan en tubos de centrifuga (el volumen de

los tubos depende del nfimero de operaciones de produccidn
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combinadas) y se ceﬁtrifugan durante 15 minutos a 3 Kg. Se
desprecia el liguido que gobrenada y se conserva el per-
digon.

ii) Al perdigdn se afade la suspensién en etanolami-
na procedente del tercer lavado de la bandeja de creé}@i@nto
y tamp6n de etanolamina adicional a un pE de 10,1, hésté un
volumen de aproximadamente tres veces el volumen observado
del perdigén en el tubo de centrifuga. La capa liquiéa s
agita répidamente durante 5 segundos con un agitador mécé—
nico para pasar a suspensidn la porcitn soluble del naterial
aglutinado.

iii) Después se centrifuga ia suspensidn durante
15 minutos a 3 KG, se decanta el lIquido que sogrenada para
separarlo del perdigén y se conserva. Después se suspende
de nuevo el perdigén en tres veces su volumen de tampdn
de etanolamina a pH 10,1 como antes y se centrifuga de nue-
vo durante 15 minutos a 3 KG. Se decanta el lfguido que
sobrenada y se reune con el liéuido sobrenadante de tampdn
de etanolamina procedente de la etapa inmediatamente ante-
rior vy se desprecia el perdigfn.

N Los liquidos sobrenadantes de tamp6n de etanolami-
na ;ombinados se centrifugan a 31 KG duranté 60 minutos.

Se decanta el liquido quexsobrenada y se conserva y el perdi-

¢g6n se desprecia.
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EJEMPLO 7

Cristalizacidn de pillos GC

pPreparaci6én de tubos de diflisis y solucibdn salina regulada

con Tris

Un rollo de tubos de didlisis {100 pies, 30 ﬁ;é;os,
Fisher Scientific Catalog nfm. 8-677 B) se hierve conéeéuti—
vamente en: a) agua destilada (dos veces, 4 litros ca&gi
vez), b) soilucidn acuosa de bicarponato sbdico (dos veéeé,
agua destilada, 4 litros, conteniendo dos cucharaditas-de
bicarbonato sdédico cada lavado), c) etilendiaminotetfaaééta—
to dis6dico acuoso (dos veces, agua destilada, 4 litioéé‘dos
cucharaditas de NaEDTA cada vez), d) etanol acuoso (doz. ve-
ces, etanol/agua 1:1, 4 litros cada vez), e) agug destilé—
da (dos veces, 4 litros cada vez). El tubo de didlisis se
conserva después én agua destilada conteniendo trxazas de
&cido benzoico (agua destilada 4 litros, &cido benzoico
una cucharadita). Se diluye con agua destilada la solucidn
salina regulada con Tris (TBS)'preparada de acuerdo con el
Ejemplo 4 para formar la solucidn de didlisis (166 ml de
solucibn de reserva dilufida hasta 1 litrxo con agua desti-

lada).

. pidlisis de la solucifn de pilos GC

Se dializan 100 ml de tampdn de etanolamina conte-
niendo pilos GC en solucién, producidos en los ejemplos

anteriores, frente a 4 litros de TBS (pH 8,5 medido a
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20°C), utilizando el tubo de didlisis preparado como se
ha dicho y empleando TBS éiluida preparada como antes.
La didlisis se realiza en un laboratorio frio (temperatu-
ra ambiente alrededor de 4°C). La soluciln tampdn externa
de dijlisis se agita magn&ticamente. La didlisis se readid-
za durante 18 horas. Se observa un aumento del pH hasﬁafi
casi 8,7 en el medio de di&lisis. Al final del periodo;de
forma un precipithde birrefringente +urhio:152ul/*
blanco, de'cristales de pilos GC. E1l material asi precipitado
se centrifuga a 7,5 Krpm durante 60 minutos y el liquido
gue sobrenada se desprecia para dejar los cristales de pi-
los GC de N. gonorrhoeae cepa Pittsburgh 3-2 como pexdigbn.
De acuerdo con los procedimientos anteriores, pero para
aislar pilos T, en lugar de T, el pH inicial de la TBS
es 7,0~7,2.

EJENPLO 8

Nueva purificacién de los pilos

El perdigbn del Ejemplb 7 se suspende en unas 30 ve-
ces su volumen de tampdn de etanolamina (pHE 10,1). Se hacen
girar suavemente los tubos para disolver el pefdigén y la
sugpensién se centrifuga durante 60 minutos a 31 Kg. EL 1li-
quido gue sobrenada se separa por decantacién y el perdigbn
se deéprecia. El liguido que sobrenada se dializa frepée a
TBS de acuerdo con el proéedimiento del Ejemplo 7 y el ma-

terial cristalino asf obtenido se aisla por centrifugacibén
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también de acuerdo con los procedimientos del Ejemplo 7.

El perdigén se suspende una vez mis en etanolamina por los

procedimientos anteriores, se filtra a través de un filtro

de 0,45 micras-si se desea esterilizar y andlogamente se
vuelve a centrifugar y a dializar como antes y aislar por
centrifugacidn. -

De acuerdo con los procedimientos anteriores;;cuan—
do los cristales de pilos GC asi formados han de ser almace-
nados durante un perioéo de tiempo moderado, se agrega. un
preservativo a la soluci6n TBS dializante donde el preser-
vativo es compatible con ella. Los preservativos compati-
bles que pueden ser utilizados de acuerdo con éste prpéedi—
miento son un 0,05 % en peso/volumen de formaldehido acuoso
neutro, un 0,01 % en.peso/volumen de mertiolato o un 0;02 %
en peso/volumen de azida sdédica.

De acuerdo con el procedimiento anterior, cuando
el preservativo no es compatible con el TBS después de
que han cristalizado los piloé, se separa el tampbn Tris
por didlisis frenté a solucibn salina (solucidn acuosa
0,15M de cloruro sbédico, 18 horas). El preservativo se
agrega a un lote limpio de dicha solucidén salina y se diali-~
zé*frente a la suspensibn de cristales de pilos GC durante
18 horas. Los cristales se almacenan en este medio a 40°C.
Alternativamente, el medio que contiene los éristaleé pue-

de ser congelado y almacenado a -70°C.
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Rendimiento

El rendimiento de cristales de pilos GC de las ce-

pas de N. gonorrhoeae citadas en el Ejemplo 1, donde los

in6culos contienen como minimo un 90 % de tipos colonié—
les Ty, estd comprendido entre 5 y 15 microgramos/cmzfég
superficie de crecimiento. '
Se obtienen rendimientos similares pero algo'ﬁénores
Pakc 1us Lipus vulunidales ’I'l.
EJEMPLO 9

Aislamiento de pilos GC por gradiente de densidad con cloruro

de cesio
Un mililitro de las aguas de lavado TBS (pH 3,0)

conteniendo la suspensién de cristales de pilos GC del Ejem~

plo 6 de diluye hasta 20 ml con tampOn Tris a pH 8,5, se

ajusta el pH a 10,1 por adicibn de solucién acuosa de hidré-
xido s6dico (0,1N) y se afiaden 7,5 g de cloruro de cesio
seco. La solucibn se centrifuga a 200 KRG en el rotor SWdl

de una centrifuga Beckman-L-zés,durante 42 horas. Se recogen
las fracciones del tubo y se mide la densidad 6ptica a

280 nm y el Indice de refraccidn para cada muestra. El
igdice de refraccibén estd relacionado con la densidad del
cléruro de cesio a la gue se convierten las lecturas del
indiée de refracci6n. El nfimero de- la fraccidn se repre;

senta en el eje de las X frente a la densidad de la solu-

cibén en el eje de las Y y la densidad 6ptiéa en un segundo
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eje Y. Se localiza en ¢ (densidad flotante) un solo pico
principal corréspondiente a los pilos GC a 1,3422 + 0,0038.
Las fracciones cuyos picos son iguales a 1,35-1,33 se combi-
nan, se diélizan vy purifican para dar cristales de piles GC
de aéuérﬂo con ios procedimientos de 1os‘Ejemplosr7 y 8.
EJEMPLO 10 | .

Electroforesis de gel de los pilos GC (Método de O}ngtein B

v Davis ~ Disc Electrophoresis 1961 - Distillation -Products

Industries, Rochester, N.Y.)

Se preparan unos cilindros patrén de gel de“acrilami»
da al 10% (9,7% de acrilsmida y 0,3% de N,N'-metilen—bis-acwi-
lamida se polimeriza con TEMED) y persulfato amdnico ¥ se disponen
entre tampones de gel y depdsito que contienen hidr‘ocloru'ré de Tris
a pH 8,0 y 0,1% de SDS. La superficie superior de1~gél se car-
ga con una carga coanstituida por 50 microgramos de cristales
de pilos Tz, 20 microgramos de reasctivo de Cleland (0,01M),

1 mg de SDS, 20 A (microlitros) de glicol y 20 X(microlitros)
de azul de bromofenol (0,00%%). Antes de cargarlos, los pilos
se calientan con el SDS y ei reactivo de Cleland durante 2
ninutos a 100°C. La electroforesis se realiza a 5 ma (alrede-
dor de 170 v) hasta que el azul de bromofenol ha recorrido

6 cm. Se retiran los geles y se corta a través de la banda
décqlorante y dos geles se manchan con una mancha de azul de
Coomassie (0,2%) para formar dos bandas: una banda principal

y una banda secundaria.
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Los geles no manchados se congelan y se cortan unas

bandas cuya posicidn corresponde a la de las bandas man-

chadas.

La banda principal se extrae con el tamp6n de re-
serva a 37°C en un separador giratorio durante 24 horas,
se expulsa el tampbn y se evapora casi a sequedad. Volvien~

do a tratar el producto, se obtiene una sola banda del

e F mm e Ve NST T deen eme e mead D P S L T alel =
FITSAPR F NI ViU ANL . LoD LG ML LG L LGt S\d (PP FILO TR IFFYZS tJ-I-J-J-&LH T o

Ensayo de antigenicidad de la pilina GC

El gel que contiene la banda principal se homage-
neiza con alrededor de 10 ml de solucién salina y sewépyec—
ta en 3 conejos experimentales, suﬁéuténeamente. Los arima-
les ezperimentales PI y PII reciben 3,1 ml de sﬁspensiéﬁ
y los Prqy solamente reciben 2 ml de la suspensibn.

Se realizan una segunda y una tercera inyecciones
alrededor de 15 y 30 dias més tarde. Los materiales de la
segunda y tercera inyecciones se preparan por extracciln
de la protefna principal en ei tampén de reserva (0,8 ml)

a 37°C durante 24 horas. El taﬁpén extraido se cémbina
después con un volumen igual de coadyuvante incompleto de
Freund y se inyecta un tercio de cada ﬁeécla en cada co-
nefo. .

7 = " Una semana despuéds de la Gltima inyeccibn, todos
los conejos presentan titulos superiores a 1000 en ei ensa- 7
yo PAT frente a los pilos Pittsburgh 3-2 tipo T,, COmO

muestra la siguiente tabla.
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Coneijo

Toma de sangre: dia
nGmero

:Ensayo realizado:

dia nGmero

Dilucidn
1/2

1/4
1/8
1/16

1/3;
1/64
1/128
1/256
1/512
1/1024
1/2048
1/4096
punto final
3586 (22)

0Ty

CA UTILIZANDO 50 ¥ /ml DE 21

ENSAYO P

PI PT PI PII PII PII
1 15 29 1 15 29

LR ] .. )

16 16 35 16 16 385
R A TRt L
+ + 3+ 05t 5+ St
0 + 3+ W3+ T
0 0 3+ 3+ 5+ 3-
0 0 3 4 4y 44
0 0 4 e IR &
0 0 + e 4+ o3
4 e : . 3:"
+ . vt :‘":.
‘o 4

0 +

0 +

<2 4 1024 32 >128 *4096

T3
3]
1



ENSAYO PCZE\_UTILIZANDO 50 ¥ /mi nE PILGS "3-27

A

’ ' Conejo pre-
PIIT PITL inmune

——n

PI PI pr  prr  prr  EBEL RILL

1 15 29 1 15 29 1 15 29 -204
16 16 35 16" 16 FEees 16 16 35 35
+ P T 3+ ot ++ 3+ 0
+ + 3+ 003 s+ 5O 3+ 3+ 0
0 + 3+ .3+ 5+  5F¥ 0 3+ 4+ 0 V
0 0 3+ 3+ 5+ i+ 0 ++ 44 0
Q 0 I+ A PP e 4+ 0
Q 0 + e ar 3% 0 0 0 0
O 0 B 'cD: 4-{- :-3‘-;" 0 0 ++ 0

toe » 3k + 0
+ . ":l--,'- + 0
i -l- —l-J. + 0
0 + + 0
0 + Q 0
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- La electroforesis en placa de gel frente a mioglobi-
na, quimotripsinbgeno y gamma-~globulina humana dan a la frac-
cibn principal un peso molecular de 20.500 a 21.500 v a la
proteina secundaria un peso molecular de 28.000 aproxmméda~_
mente. -

EJEMPLO 11

Andlisis de hidratos de carbono - Ensayo con fenol-dcido.

sulfGeico
Se-prepara una curva patrdn por tratamiento de. una
solucidn de glucosa de reserva con una solucidn acuosa qg
hidréxido sédico 0,1N y midiendo la absorcién UV a 485 rm.
Lag operaciones con pilos Pittsburgﬁ-B—Z y los pilos )]s
B-2 indican un contenido esencialmente igual de hidratos de
carbono, es decir, 1,49 + 0,56 % correspéndienﬁe a restos
de 1,2-hexosa por sub-unidad proteica.
' EJEMPLO 12.
-. " Andlisis de ‘fésforo

(Método de Chen y colaboradores, Anal.Chem.,28, 1756(1956) )

Los pilos se digieren en ‘dcido sulffrico y se ana-
lizan frente a una solucibén de dihidr6geno-fosfato potdsico
en agua por el ensayoc de molibdato aménico-&cido ascérbico.
El Qalor medio para las cepas de pilos Pittsburgh 3-2 es
0,332 + 0,026 % y para ‘los pilos de la cepa CDC B-2, 0,366 +
0,048 %, indicando la presencia de 2,5y 2,3 &tomos de £6s-

foro por sub-unidad de proteina, respectivamente.
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EJEMPLO 13

Andlisis de amino&cidos de los cristales de pilos tipo T,

(Método modificado de Spackman y colaboradores, Anal.

-~

.Chem. 30, 1190 (1958)).

El andlisis se realiza en una analizador de aminodci-

dos Beckman Spinco modelo 120B utilizando como patrﬁﬂ inter-

- no la norluceina y el &cido 2—amino-3—guanidinopropiénico.

La muestra de protefa " (10 mg) se hidroliza con &cido clor-
hidrico concentrado a temperaturas elevadas (6N, 110°C),
durante 24 horas, en viales evacuados (0,025 mm Hg). El

andlisis de triptéfanc se estima por el método espectral

de Bence y colaboradores (Anal.Chem. 29, 1193 (1957)).

aspartico + asparagina 26 isoleucina 9
alanina S 23  arginina - 9
glutdmico + glutamina 21  tirosina | 7
lisina ' 20 prolina . 6
glicina -17 , triptéfano 4-5
valina 17 histidina 3
serina 14 1/2 cistina o2
leucina 12 metionina 2
treonina 9 fenilaldnina 2

~

Indice de aminodcidos - 200 + 9; R.M. 21.500 +
1000 daltons. K
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BIBHPLO_14

Propiedades fisicas

Solubilidad

los cristales de pilos, gue aparecen en un micros-
copio.eiectrénico.como haces de barras de pilos, se-éncuen—
tran en estado cristalino a pl aproximadamente 5,5 y'pﬁ
aproximadamente 9,3. Los cristaleé de las variantes Té
comienzan a separarse en barras sencillas de pilos entre
pH 9,3 y 10,1, Alrededor de pH 10,1 existen como simples
barras de pilos. Andlogamente, los cristales de pilOS"Tl
comienzan a separarse en barras sencillas a pH 7,7 y Se
encuentran en forma de barras por gncima de pH 8,6; es de-
cir, los cristales estdn totalmente aesagregados. Por en-
cima de alrededor de pH 11,0, las barras de pilos T, se

desintegran en unidades oligoméricas mds pequefas con una

constante de sedimentacién de 5,5 aproximadamente.

Los cristales de pilos son solubles a pH 8,5 en
solucibn acuosa 4M de cloruro s6dico, sacarosa acuosa al
50 $ y solucién acuosa saturada al 20 % de cloruro s6dico

(ambas en peso). Los cristales también son solubles en

“urea 3M y mds concentrada. Sin embargo, por tratamiento

con urea 3,5M o mis durante més de 2 dias se produce la

desnaturalizacién de los pilos GC.

\

Ultracentrifugacién

Se forma un preparado de pilos GC (1 mg/ml) en tam-
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p6n de etanolamina (fuerza idnica 0,147, pH 10,1). La so-
lucién se centrifuga a 20 Krpm en una ultracentrifuga
Beckman Spinco modelo E utilizéndo un rotor AN-D. La velo-
cidad de sedimentacidn sin corregir S es igunal a 37_.
svedbergs.

Dimensiones de las barras de pilos

L Los cristales de pilos GC se recogen en tampon .
de etanoclamina a pH 10,0 con barras de disco apiladaé de
proteina TMV negativamente manchadas y se examinan én.un
microscopio eldctrdénico. El difmetro medio de los piiéé GC
es 83,4 + 2,3 4 -
o EJEMPLO 15_
Ensayc PAT

Los crisfales de pilos se suspenden en TBS a pH 7,0,
a una concentracidn comprendida entre 30 y 60 Pg/ml. Se uti-
liza un suero de ensayo no enturbiado. Cuando el suero de
ensayo es turbio, se centrifuga a 30 KG durante 30 minutos
y se utiliza el lfquido que sobrenada., Se preparan dilucio-
nes seriadas del suero y 0,025 ml de las muestras de suero
y 0,025 ml de la suspensi6én de cristales de pilos se car-
gan en cada una de las depresiones de una placa de micro-
valoracién y la mezcla se agita durante 30 minutos a la
temperatura ambiente. Después se examinan las depresiones

para determinar el arracimamiento de cristales en un micros-

copio de campo oscuro.
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A continuacifn las depresiones se clasifican sobre
ia base de la dilucidn mdwima que da una aglutinacitn de
cristales observablemente mayor gue la del control.

Bnsayo de la muestia

Unas concijas blancas de Nueva 7 elanda, con un;féso de
4 a 6 libras (1,8 a 2,7 kg) se inyectan subcuténeaméﬁte
con ﬁnos preparados de pilos purificados de cepas CDCM-2,
Pittsburgh 3-2, CDCT—ZQ CDC005~2 y Pittsburgh 4-2, 5ezolado
1:1 con coadyuvante incompleto de Freund y emulsiona&b‘agin
tando la mezcla con una jeringa. Se administran alreéééor'
de 106 a 200 Pg/kg de pilos en tres inyecciones a interva-
los de 2 semanas vy las conejas se sangran una a dos sémanqs
después de la tercera inyeccibn. Se deja que la sanére coagu-
le y se ;etira el suero en la forma habitual. Los tres pri-
meros sueros de ensayo se tratan después con lés pilos de
21 cepas de N. gonorrhoeae y los resultados estdn indicados

en la siguiente tabla.
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TABLA I

pitulos de aglutinacién de los cristales de pilos de 21 cepas 41

rados con pilos de 3 cepas diferentes

Pilos, cepa

pittsburgh Pittsburgh
Pilos-suero, cepa 3-2 P S
CDCM~2 . 16 01256
| pittsburgh 3-2 256 "I 16
CDC~T-2 4 S 16

Pilos, cepa

.
. e

CbC Atlantd

.16
!osn- 8
R : .t.< 4

* e

Atlanta Atlante

pilos-suero, cepa T-2 4-2.., .4 _ 6-2 3ra.
coem-2 ! 8 16, .. <8 "y
Pittsburgh 3-2 8 16 :': 64 :'::8

512 32, - :" 32

CDC-T-2

Gl -



TABLA I

je los cristales de pilos de 21 cep@s diferentes frente a suercs prepa-

7s con pilos de 3 cepas diferentes

oeps pittsburgh Pittsburgh pittsburgh Pittsburgh CDC CDC CDC
— . 3-2 eeasl=2 __.__i“4°_'2 6~2 B-2 C-2 M-2
16 :..:.:2256 f:.',.'-fls 84 8 32 128
256\ 16 , g 64 512 <g 8
4 RTINSy < 8§ 32 16
cépa - .ee aes
cDC  Atlanta Atlaata Atlanta Scattle Seattle Atlanta CDC (Kellog)
T-2 4-2,., . 6=2 9-2. 1-2 3-2 10-2 F62 .
8 16, < <8 S8 16 32 32 8
8 16 64 8 16 16 32 8
512 2. - 8 1 32 64 16 8 128
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TARLA I (continuacién)

pilos, cepa ]
“pittsbuxgh Norfolk worfolk Day
2-2

ZPilos suero, cepa 7-2 7-2 8-
CcDCM~-2 16 64 8
Pittsbufgh 3—‘% 128 aneb4 16 oL,
cpe T-2 | .18 7732 IR

nte con infeccidniC dis

PR

* N
005 es una cepa CDC aislada de un pacie

. N e - -
PN ~




(continuacién)

TABLA T
:pa .
“pittsburgh Norfolk Norfolk Dayton Seattle cDC
. 7-2 2-2 7-2  8=2 _ 9-2  *005-2
16 64 8 16 16 32 a 64
128 .54 16 o,,., 64 128 128
16 Y 8 .7 8 16 64
.da de un paciente con infeccién3c~3iseminada.
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De acuerdo con el precedimiento anterior se lleva
a cabo una prueba de sglubtinacidn de pilos de serobipo
7x7 usando las pilos y sueros‘derivados de siete cepas de-
Signadas . Para facilitar la interpretacibn de los resulva~
dos esgtablecidos en la siguienté tabla, 1las lecturas de la
reaccidn cruzadé (bilos contra sueros de la mima cepa) se
normalizan a 100 y las otras lecturas se ajustan correspon-

dientemente.
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TABLA la

SUERO :

CEPA Pitts~ | Pitts~ | CDC CcheC CDC’.
PTL,0S burgh burgl; | M-2 'l‘—-2 3359~z
CEPA 32 4.2

Pittsourgh - ITU 3 I S I I ) TR

. 3-2 - ,

Pittsburgh .

- 4-2 0,16 100 et | 0,0868 00 20
CDC M-2 £0,0%9 | 0,024 |/1G0 [40,02 §:°6,2C
CDC T-2 £0,3L {0,024 | 432 lOO 4y , Ok
CDC 339_2 2 5 <O,(/‘2"+ ..'.L.,i <O 02 él‘:'uIUO
CDC C-2 {0,0029| €0,78 [{u,2 | 0,17 10,1
Norfolk e g

2-2 0,31 0,78 [d&i2{ 0,04 | ‘0,7

¥
\



TABLA 1a

Pitts~ | Pitts- | CDC CDhC CDhC CIC Norfolk
burgh | burgh |I-2 | T-2 | 3392 Cc~2 2-2
3=2 4-2 ' :
1UU 3,1 8,3 0, 7 N 7O OO 0,ED
0,16 100 cq2 | 0,0865°4¢%,20 | (0,008 0,065
{0,039 | €0,024 |11G8 140,02 {:°®,20 | 0,33 0,016
{0,351 {0,024 04,2717 100 H°U,2C {0,008 0,037
2,5 {0,024 [.,2 70,02 {i.ea00 0,016 0,260
{0,0039| <0,78 |€&,2| 0,17 [{0,10 100 0,055
<0,31 0,78 [daj2| 0,04 *C,78 | 0,008 100
(: L] . : L4 \
L -
\
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EJEMPLO 16

Serotipificacidn

Los ensayos PAT del Ejemplo 15 indican que tres o
cuatro cepas conﬁienen pilos Que llevan solamente un de-
termiﬁaﬁta. Esto fué confirmado tratando sueros derivados
de pilos de 4 cepas seleccionadas frente a ios pilos corres=~
pondientes. Los resultados se encuentran en la siguiente
tabla. La respuesta midxima ha sido normalizada a 100 para

ajustar los diferentes titulos.

~—~—_Antisueros Pittsburgh CDC CDC Pittsburgh Determinante

Pilos =TT 3-2 M-2 T-2  4-2 antiaénico
Pittsburgh 3-2 100 3 2 1 . .ﬁ.‘
CDC M~2 3 160 1 2 ' ﬂ"
cDC T2 0,4 2 100 2 o
pittsburgh 4-2 2 2 1 100 a

Serotipificacitn de cepas de composicién determinante des-

conocida

Se cultivan pilos de las cepas hajo ensayo yAéé tra-
tan frente a antisueros frente a los pilos que llevaﬁﬂios
determinantes tnicas a, b, ¢, 4, e, £ ¥ g. En el enééyo
PAT los pilos presentan aglutinacidén con una o més deter-

minantes sencillos como demuestra la siguiente tabla.
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Cepa

Pittsburgh 3-2
CDC M-2
e T-2
Pittsburgh 4-2
Norfolk -2
CDC B-2
Pittsburgh 6-2
CDC . C-2
CDC  005-2

Norfolk 2-2.

Seattle 1-2
Seattle -2
Dayton 8-2
Atalanta  4-2
A?lanta 6-2

Atlanta  10-2

Atianta 9-2 -
DG 339-2

Serotipo

a

EJEMPLO 17

b

Hemoaglutinacidn por preparados de pilos GC

—~

Métodos generales

Se obtiene de un banco de- sangre una

sangre humana

tipo O conteniendo IDTA como anticoagulante. Se preparén

recientemente unos gldbulos rojos lavando una parte alicuo-

ta de sangre cuatro veces con 15 volamenes de solucidn sa-

-69 -
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lina regulada con fosfato 0,01M a pH 7,3 y preparando una
suspensioén al 3 % en volumen en el mismo tampdn.

Se preparan soluciones ae 1,0 mg/ml de pilos Pitts-
burgh 3-2 y CDC M~2 empleando la absorbancia ultravioleta de
loz preparados & 280 nm, corregida para la dispersibén, como
medida de la concentracidn. Unas partes alfcuotas (50)) de
las soluciones de 1,0 mg/ml de pilos se colocan en la prime-
ra depresién de una placa de microvaloracién Cooke con fon-
do en forma de U, colocando 254 de solucién salina regula-
da con Tris + 0,02 % de azida en todas las demés depresiones

o]
&

A

193]

y log pilos se diluyen con un microdiluidor manual de
hasta la duodécima depresidn.

A cada depresibn de ensayo se agrégan 25X de solu-
cidn salina regﬁlada con Tris o de solucibn salina v .25
de una suspensién al 3 % de gl6bulos rojos, se agita la
placa suavemente para mezclar y se coloca a 4°C, Los resul-
tados ‘'se leen al cabo de 1 o 2 horas con ayuda de uné}caja
luminosa. | “
ﬁesultados

Los grados de hémoaglutinaéién observados son:
. 5+ No hay perdigén ni codgulos de células; color ro-

jo uniforme en la depresibn
44 Trazas de perdigén de células
3+ Pequefio perdigén de células con un borde muy

claro de racimos de células
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2+ Perdigén de células claro con un reborde de un

nGmero moderado de racimos

4+ Perdigén de cé&lulas clarc con algunos racimos ha-

cia los lados de la depresidn.

Los tfitulos de los pilos CDC M-2 y Pittsburgh 3-2

se realizaron en dos ocasiones diferentes,

encontrandose en

la siguiente tabla y constituyen los ensayos de control.

- 71 -
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Concentracién final

RESULTADOS DE- HEMDAGLUTINAQEON

Primera operacifn
Grado de aglutina

Concentracién

: cibn final de pi-
Depresién de pilos 3-2 y M2  Pilas Pilos los 3-2 en la
ne en la depresifn 3-2 M-2 depresidn
1 333 y/kl” 5+° 5+ 450 y/ml
2 166,6 ¥/ml. a4 225 yv/ml
3 83,3 v/ml 34 4+ 112,5 v/nl

4 (4176 Y/ml 2/3+ 4+ 56 Y/ml
5 20,8 Y/ml + 3+ seedt 28 Y/ml
6 10,4 v/ml 0 3+ L s 14 y/ml
7 5,2 Y/ml 0 24 w78 Y/ml
2,6 y/ml 0 + S 3,5 Y/nl
1,3 y/ml 0 o . 1,75 y/mLv
10 0,6 v/ml 0 o . 0,88y/nl
11 0,3 Y/ml 0 0 s 0,44 y/ml
12 0,15 v/ml 0 o . - 0,22y/ml

Gr
ti

s ey



RESULTADOS DE™ HEMOAGLUTINAOQEON

Primera operacién

Grado de aglutina

Concentracién

- 8egunda operacibn

al cidn final de pi~ Grado de aglu Concentracidn Grado de aglu-
2 Piles Pilos los 3-2 en la tinacién, pi- £inal de M-2 tinacibn, pi-
32 M4-2 depresién los 3-2 en la depresi6n los M-2
5+ ° 5+ 450 y/ml 5+ 82 v/ml 5+
4+ 4+ 225 y/ml 5+ 46 y/ml 5+
3+ 44 112,5 v/ml 5+ 23 Y/ml 5+
2/3+ 4+ 56 Y/ml 4+ 11,5 v/ml 4+
+ 34 aeqen 28 Y/mML fuae. F 5,8 y/ml +
0 3+ L uyml U0 2,9 y/ml +
0 24 el 78 y/ml e O 1,4 y/ml 0.
+ ST 3,5y/ml S0 0,7 y/ml 0
o T 1,75 /a1t T 0 0,35 y/ml 0
0 0 0,88 y/ml 0 0,17 v/ml 0
0 0 .- 0,44Y/ml .- . O 0
0 o . - o 0

0,22 v/nl

.
I
E
3
-
-
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Tnhibicién de la hemoaglutinacidn: separacibn del compleijo

Ab-Ag de las mezclas de antisuero-pilos antes de la dtu-

lacién de la hemoaglutinaciﬁn'

ggtodos:

Para eliminar la hemoaglutinacifn de fondo por el
suero soio, se afiaden 0,1 ml de glébulos rojos lavados no

dilufdos (RBCs) a porciones de 1 ml de antisueros en tubos

‘de centrifuga de vidrio, de fondo redondo. Los tubos se

tapan fuertemente con parafilme y se colocan de pie en
una gradilla sobre un rotator Yankee a 4°C. Al cabc .de,

una hora y diez minutos, los sueros se centrifugan é'};

2400 rpm en un centrifuga refrigerada Internationalvéwse

determina su capacidad de hemoaglutinacién. Despuésffds
sueros se clarifican por centrifugacidtn a 12.000 G en_una
centrifuga Sorvall RC-2. | v;ﬁ

La absorcién de los factores dehhemoaglutingcién
de fondo a diversas diluciones antes y después del:kfété~

miento con glébulos rojos del antisuero se encuentra en

la siguiente tabla.
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Dilucidn Pre-adgor~ .  Post-adsor-—
Depresidn del suero cidn ' cién

1 1/2 4+ 2+

2 1/4 3+ B

3 . 1/8 3+ ' +

4 1/16 3+ 0

5 1/32 2+ 0

6 1/64 + 0

-7 1/128

g 1/256 0

9 1/512 0
10 1/1024 0 :
11 1/2048 ' 0
12 1/4096 , o -

Separacién de los complejos Ab-Ag:

Se preparan en solucién salina unas diluciones
seriadas de sueros pre-inmunes vy anti-CDCM-2 de coriejo
adsorbidos en RBC. Se agregan unas partes alfcuotas de
0,1 ml de cada dilucidn a O,i ml de 100 y/ml de piibsz
M~-2 en tubos de microcentrifuga ae 1,5 ml. Los tubos se
incuban de pie en un rotator Yankee durante una hora a
37°C. Después -se centrifugan durante un minuto en la
m&crocentrifuga Beckman. Se retira algo mids de la mitad

del liquido gue sobrenada y se introducen en cada una de

las dos depresiones de una placa de microtitulacién

- 7l -
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502 de cada dilucién de antisuero. Se agrega una parte
alfcuota de 254 de RBCs al 3 % en solucidn salina regula-
da con fosfato, se agita- la placa suavemente para mezclar
y se deja a 4° durante una hora.

Loos resultados se encuentran en la s;guiente
tabla. Cuando se utilizan otros pilos en lugar de los
pilos CDC-M-2, se obtienen resultados similares con sue-
ros que contienen anticuerpos contra dichos pilos.

Concentracién de suero
frente a pilos CDC M-2,

durante la incubacibn Titulos de hemoaglutinagiftn
con 50y/ml de pilos M~2 en hileras duplicadas
G H "
\ s

1/10 ¥ + {f:
1/20 0 0
1/40 0 0
1/80 + +
1/160 + o+
1/320 : 24 TR
1/640 "‘ 3+ 3+ :
1/1280 o 2+
1/2560 24 2+

1/10 suero de conejo .
pre-inmune ©2+/3+ 2+/3+

* Obs8rvese que el suero anti-CDC M-2 solo tiene una hemo-

aglutinacidén + a una dilucidén de 1/8.

...75..
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EJEMPLO 18

Ensayo en seres humanos

Se preparan cristales.de nilos T2 a martir de
organismos Pittsburgh 3-2, preservados con 0,01 % de
mertiolato y emulsionados con coadyuvante incompleto de
Preud, La suspensién de pilos se inyectd en hombfes volun~-
tarios como sujetos experimentales. El sujeto B recibid
fres inyecciones de 2,2 pg/kg, 2,2 pg/kg y 55 pg/kg a inter-
valos de 2 semanas. El sujeto R recibif tres inyecciones
de 11 pg/kg, 11 pg/kg y 55 ug/kg a intervalos iguales, -Los
titulos PAT de ambos sujetos ascendieron a 100 dequégfﬁe
ia primera inyeccibn y a més de 200 durante los 4 mesés‘si-
guientes. . A

Los suﬁetos fueron atacados por introducciénAéntra—
uretral de un nGmero predeterminado de organismos de la mis-
ma cepa, cuya virulencia habfa sido previamente ensayada.

El mismo organismo fué administrado a 3 sujetos de éoﬁfrol
no inmunizados: T, S y M. \
Los resultados de; ensaxp se encuentran en iat

siguiente tabla:
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Dosis de resistencia e infeccifn de gonococos Pittsburgh

3-2 para sujetos humanos inmunizados con pilos y no inmu-~

nizados '
4 sujetos originales * Inmunizados

‘Dogis infec~ sujetos infec- Sujetos resis-

ciosa tados tentes
g8 x 10t T B*, R*, 8
3 x 102 B*, R*, S
8 x 103 s B*, R¥
3 x 10% BY, R

Un sujeto adicional .
8 x 101 : M . t -f
3 x 102 - n
8 x 107 _ M .
1x 10° M

De acuerdo con los proéedimientos anteriores; -
en lugar de utilizar simplemente pilos con un solo ae£érmi—
nante, puede utilizarse una dosis compuesta de pilos génte—
niedo todos los determinantes.

AnSlisis de los resultados

El andlisis de probabilidades de los resultados
anteriores indica que la DIg, de un sujeto no inmune es
Sb X 102 organismos y de 2,0 x 104 para sujetos inmunes.

Otro trabajo experimental ha demostrado que la

probabilidad de que un macho sea infectado por una hembra

- 97 -
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ea alrededor del 30 %, producida por unos 250 organismos
introducidos en el tracto uretral del macho durante la re-
lacibn.

Los resultados de los ensayos de esta invencidn
indican que la probabilidad ds infeccién de un macho por
una hembra infectada durante sus relaciones desciende des-
deda 30 %_3110,86 % como resultado de la inmunizacibn has-
ta un titulo PAT de 100 a 200.

Hapiendo descrito 1a iuveucion, s cunsiGéld CO-

"mo una novedad y, por lo tento, declaramos como de nuestra

LR

propiedad lo contenido en las sigulentes:

v REIVINDICACIONES

»
-y

1. Un procedimiento de aislamiento de pilés.de

N. gonorrhoeae que coumprende las operaciones consecutivas

de: . . : ,

'a)rdisolver los pilos para separarlos de una mezcla acuosa

heterogénea que los contiene.

b) sepaiar la solucidn que los contiene y
¢c) precipitar los piios de &a solucibdn, _
donde los reactivos de la etapa (a) estén seleccionados en—s
tre el grupo formado poxr:

‘é) agua suficiente para reducir la fuerza ibnica de la $al
‘--por debajo de 0,002, )
ii)cantidad suficiente de sal de un aﬁién fcido mineral ¥y

un metal alcalino o alcalino~térreo para elevar la fuer-
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za idnica por encima de 4,4,
iii) reducir el pH de la mezcla acuosa por debajo de 4,5

pero por encima de 2,5,

iv) sacarosa suficiente para elevar la concentracidn de

gacarosa por encima del 50 % en peso

v) base suficiente para elevar el pH por encima de 10.
los reactivos de la etapa (¢) estén seleccionados
respectivamente entre el grupo formado por:

i) sales suficientes de aniones de acidos minerales ¥
de metales alcalinos o alcalinb-térreos.paraj@}gvar
la concentracidén idnica de la sel hasta una ﬂunga

v ibnica superior a 0,05, _.' A il

ii)- agua suficiente para reducir la fuerza i6nicg’éa la
gal a menos de 0,5, N

iii) solucidn salina regulada con Tris suficiente para pro-
porcionar un medio de fuerza idnica 0,05 a 055;5 un

+ pH comprendido entre 4,5y 9,2, ;

iv) agua suficiente para reducir la codcentraciéq'aé saca-
rosa por debajo del 401% en peso. '

v) (i) iones de amonio suficientes para precipitar los

pilos '

. (ii) &cido suficiente para reducir el pH hasta entre

“4’ 932 J 4,5.
2. Un procedimiento segln la reivindicacidn 1, que

comprende la etapa inicial preparativa adicional de
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o)

suspender el cultivo ds células N. gonorrhoeae piliados
en un medio acuoso a un pH por debajo_de pH 9,2 y por
encima de pH 4,5.

separar las porciones solubles e insolubles de dichas

suspensiones una de la otra para proporcionar una mezcla

‘de pilos y residuos celulares que se separan adicionalmen-

te segln la etapa a) de la reivindicacidn 1.

3. Un procedimiento segln la reivindicacibdn 2, para

la preparacidn de cristales de pilos procedentes de N. gonory

hoeae que comprende las operaciones de: s

a)
b)

c)

)

e)

9

el

suspender el cultivo de células piliadas de N. .ponorrhoecae

en un medio acuwoso a un pH inferior a 9,2 y superior a 5,5,

s .

separar las partes solubles e insolubles de dichas suspen-
siones unas de otras, '7 *i_‘
suspender la parte insoluble de la etapa (b) en hp nedio
acuoso con un pH comprendido entre 7,7 y 11,0 ‘-.

separar la parte insoluble de la soluble de lajéﬁépensién
de la etapa (c) una de otra, :
reducir el pH de la parte soluble obtenida en 1le etapa
(a) por debajo de 9,2 y por ‘encima de 4 para formar cris—

tales de pilos ¥y

separar los cristales de pilos asi formados del citado

“medio acuoso.

L. Un procedimiento segin la reivindicacidn 3, donde

método de separacidn d¢ las etapas (b), (d) y (£) es una
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filtracidn donde la parte insoluble de la suspensidn se
mantiene soﬁre la superficie del medio filtrante y la par-
te soluble de la suspensidn atraviesa el medio filtrante
como filtrado. '

5. Un brocedimiento segln la reivindicacibn 3, don-
de el método de separacidén en las etapas (b), (d) y (£) es
una centrifugacidén en la que la parte insoluble de la sus-
pensibén se comprime en forma de perdigén v la parte soluble

de la suspensién es un liquido que sobrenada sobre dicho per-

FRPRre-

digdn y que puede separarse de este Gltimo. _
6. Un procedimiento segﬁn la reivindicacféﬁfs, don~

de\la suspensidn de la etapa (a) contiene un cultivo del ti~

po T2 v es . -

b) centrifugada en una centrifuga de poca velocidad para
formar un perdigbn y un liquido que sobrenada,-..-

¢) el perdigdn de la etapa (b) se suépende en un me@io acuo-
s0 a un pH comprendido entre 9,3 y 11,0,

d) la suspensidn de la etapa (c) se centrifuga en una centri-
fuga de poca velocidad para formar un perdigbdn y ﬁn liqui~

do que sobrenada,

‘¢) el pH del 1liquido que sobrenada de la etapa (d) se reduce

AN
“ hasta un valor inferior a 9,2,
. )

£) el producto de la etapa-(e) se somete a centrifugacidn

a poca velocidad y el liquido que sobrenada asi formado

se desprecia para dar los cristales de pilos en el pex-
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digbn residual asi formado.

7. Un procedimiento seghn la reivindicacidn 6, don-

de el perdipgbn de la etapa (d) es

i) suspendido de nuevo en el medio de la etapa (e),

ii) la nueva suspensibn se somete a una centrifugacidn a

poca velocidad para former un liquido gque sobrenada y
un perdigbén y el ligquido que sobrenada se combina con
el liquido que sobrenada en la primera centrifugacidn
de la etapa (8) ¥ .

los liquidos sobrenadantes combinados se -soneten

a centrifugacién a gran velocidad para dar un ligaido

sobrenadante de la centrifugacidn a gran velociéad que

se somete a los procedimientos de la etapa (e\f;é
8. Un procedlmlento segln la re1v1nd1cac10n 7
donde las células de N. gonorrhoeae son del tipo To,
a) el cultivo de células piliadas se suspende en qn_medio

a un pH 8,0-8,9,

b) la centr1fugacmon de la etapa (b) se realiza entre 1 KG

y 12 XG,

¢) la resuspensidn ge la etépa (c) se lleva‘a cabo en un
medio acuoso a un pH comprendido entre 10,0 y 10,4,

d) la centrifugacibén a poca velocidad se realiza entre 1
KG y 12 XG, . |
I) el re-suspendido de la etapa (d)‘tiene.ﬁn pE compren-

dido entre 10,0 y 10,4,
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II) la centrifugecidén del re-suspendido se realiza entre
1K yl2a K y
III) los liquidos sobrenadantes combinados se centrifu~
gan a gran velocidad entre 12 XG y 70 KG

e)se reduce el pH de los liquidos sobrenadantes combinados
procedentes de la centrifugecién a gran velocidad por
didlisis frente a un tampbdn con un pH a 20°C de 8,2 a
8,7,

f)el dializado se somete a centrifugacibn entre 1 KG y 10
KG para dar un liquido sobrenadante y un perdigin-de
cristales de pilos. ' Y

\ 9. Un procedimiento segln la reivindicacié§—5, don-

de la suspensibn de la etapa (a) contiene un cultive del

tipo T1 ¥y es

'b) centrifugada en una centrifuga de poca velocidad para

formar un perdigdn y un liquido sobrenadante,

c) el perdigbén de la etapa (b) se suspende en un mpdio acuo-
so a un pH comprendido entre 8,6 y‘ll,O,

d) la suspensién de la etapa (c) se centrifuga en una cen-
trifuga a baja velocidad para formar un perdigbn y un
liquido que sobrenade,

e) el pH del liquido sobrenadante de la etapa (d) se redu-

\ce a un valor inferior'a 7,7,

£) el producto de la etapa (a) se somete a centrifugacidn

a poca velocidad y el liquido que sobrenada asi formado

se desprecia para dar los cristales de pilos en el per-
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digbdn residuel asl formado.

10. Un procedimiento segiin la reivindicacibén S,
donde el perdighn de la etapa (d) es

i) suspendido de nuevo en él'medio de la etapa (c)

ii) la re-suspensidn se somete a céntrifugacién a poca vela- -
cidad para dar un liguido sobrenadante y un perdigbn y
el liquido sobrenadante‘se combina con el liguido sobre-
nadante, de la primera centrifugaciodn de la-etapa (a) v

los liquidos sobrenadantes combinados se someten a
centrifugacién a gran velocidad para dar un liquido so-
brenadante de la centrifugacidn de gran velocidad. que

+ se somete a los pracedimientqg de la etapa (e)1J~

11. Un procedimiento segfin la reivindicacitu 10,

donde

a) el cultivo celular piliado se suspende en un me@io a pH

7,0"757

b) la centrifugacibn de la etapa (b) se realiza entre 1 KG

y 12 EG,

" ¢) la re-suspensidn de la etapa (c¢) se realiza en un medio

acuoso a un pH comprendido entre 8,6 y 10,4,
d) la centrifugacidn a poca velocidad se realiza entre 1 XG
v Y 12 XG,
'“I) el re-suspendido de la etapa (d) tiene un pH compren-—
dido entre 8,6 y 10,4, '

II) la centrifugacidn del re-suspendido se realiza entre
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1 X yl2 KGy
I1I) los liguidos sobrenadantes combiﬁados se centrifu-
gan a gran velocidad entre 12 K& y 70 XG,

e) se reduce el pH de los liquidos sobrenédantes combina-
dos de la centrifugacibn a gran velocidad por diadlisis
frente a un tampdn con un pH de 5,5 a 7,7 a 20°c,

f) el dializado se somete a centrifugacidén entre 3 Krpm y
10 Krpm para dar un liguido sobrenadante y un perdigdn
de cristales de piios.

12. Un procedimiento seghn la reivindicacibn’3,

. donde en la etapa (a) el pH se reduce hasta por decajo de 7,7

v

pero por encima de 5,5 con lo gque los cristales de yilos de-
rivados de los organisﬁos tipo Tl ¥y tipo T2 se maufiénen en
la fase insoluble.

13. Un procedimiento segln la reivindicaritn 3,
donde en la etapa (a) el pH se reduce a un valor uo'jnferior
a 8,6, con lo que los cristales de pilos derivadog d~ los
organismos del tipo Ty permanecen en la parte soluble.

14. Un procedimiento segin la reivindicacibﬁ 3y
donde en la etapa (e) el pH se reduce por debajo de 7,7 pe-
ro por encima de 5,5, con lo que precipitan los cristales de
bi;os derivados de los organismos del tipo Tl y del tipo Ta.

\ 15. Un procedimiento segn la reivindicacién 3,
donde en la etapa (e) él PE se reduce a un valor no inferior

a 8,6 con lo gue precipitan los cristales de pilos derivados
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solamente de los orgsnismos del tipo T2.

16. Un procedimiento seghn la reivindicacibn 1,
para la preparacidh de cristales de pilos procedentes de
H. gonorrhoecae que comprende las operaciones de:

a) suspender un cultivo de un tipo piliado de células de
N. gonorrhoeae en un tampbn acuoso de pH superior a 10,
b) separar las células de dicha suspensidn,
¢) agregar iones amonio con lo que precipitan los cristales
de pilos.

17. Un procedimiento segin la reivindicacitr 16,
que comprende ademés la operacibén de separar los éyistales
‘asi precipitados.

18. Un procedimiento segfln la reivindicacitr 17,

s

donde
a) el tampén es un tampdn de etanolamina y
b) los ioneé'aﬁonio derivan de sulfato amdnico.

19. Un procedimiento seghn la reivindicagién 18,
donde la concentracidn de sulfato ambdnico es superibf al
3 % del peso del medio acuoso. -

20. Un procedimiento seghin la reivindicacidn 18,
donde la concentracidén de sulfato ambnico esta comprendida
entre 3 y 6 % del peso del medio acuoso.

. 21. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:

UN PROCEDIMIENTO DE AISLAMIENTO DE PILOS DE N. GONORRHOEAE.
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Todo conforme queda descerito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de ochenta y siete
péginas mecanografiadas.

Madrid 25 de abril de 1976
BERNARDO UNGRIA -
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