ESTUDIO SOBRE LA ESTRUCTURA ANTIGENICA DE LAS
CEPAS INGLESAS, NACIONALES Y AMERICANAS,
DE HAEMOPHILUS PERTUSSIS EN FASE 1

Por RICARDO A. MARGNI

Cuando estudidbamos las caracteristicas de las cepas de Haemo-
phi;lus pertussis en fase I, aisladas en nuestra Seccién, de material pro-
veniente de secrecién rinofaringea, de nifios afectados de cogueluche,
me lamé enormemente la atencién el hecho de que cepas en fase [ in-
glesas v americanas eran aglutinadas con diferente intensidad, cuando
se las ponia en presencia de un suerc antipertussi fase I, obtenido por
inmunizacién de conejos con cepas aisladas en nuestro pafs. Como el
problema inverso también se presentaba, ello me levé a efectuar un
estudio detallado sobre la estructura antigénica de las cepas de dife-
rente procedencia.

Las utilizadas fueron las siguientes:

122 v 128 de Lederle (estadounidenses).

818¢ y 7255 del Collected Type Culture London v 154; 208 v 310 de
Chelsea Poly London (inglesas).

1; 14; 40 y 50 (argentinas), aisladas en nuestra Seccién.

Todas estas cepas respondian a las caracteristicas tipo de la fase
y ninguna de ellas presenté aglutinacién con suero antipertussis fa-
se IV.

El estudio se hizo mediante Ia basqueda de antigenos aglutina-
bles. Los antigenos utilizados consistieron en suspensiones bacteria-
nas (5.000 millones de gérmenes por mililitro) de Heamophilus per-
tussis en fase I, cultivados en medio de Bordet con 20 por ciento de
sangre de conejo y muertos por el formol al 5 por mil.

Los sueros inmunes fueron preparados por inoculacién a conejos,
por via endovenosa, de acuerdo al siguiente pIan:
tra. inoculacién: 506 millones de gérmenes muertos por el formol.
2da. inoculacién: 1000 millones de gérmenes muertos por el formol.
5ra. inoculacién: 2000 millones de gérmenes muertos por el formot.
4ta. inoculacién: 2000 millones de gérmenes vivos.
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Todas las inoculaciones fueron hechas con intervalo de una se-
mana v la sangria delinitiva ocho dias después de Ia ultima inyeccién.

Como los diferentes sueros aglutinantes tenian titulos que oscila-
ban entre 1:200 y 1:500, para uniformar, ‘tos de mayor concentracion
fueron diluidos hasta conseguir un titulo aglutinante maximo de 1:200.

Para las reacciones de floculacién 0,5 ml de antigeno preparado.
con cada una de las cepas fué puesto en presencia de 0,5 ml de tres
diluciones de cada antisuero. Las empleadas fueron 1:20; 1:50y 1:150.
Si la aglutinacién era franca en los tres tubos Ia reaccién se expresaba
como positiva cuatro cruces; en caso contrario, el ntmero de cruces
era el promedio de las aglutinaciones obtenidas en los tres tubos.

Los resultados se consiignan en el cuadro que sigue:

Antigenos 1 154 298 310 7233 8189
1..... o T T B I e B e S ISR B S o L e
. e B e B e S e N s e R R
0., el o e o e B R I N I + + R e R SR
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122 ..., ++ | ++ + L (ARt — — - +
198 ... e B e B  fae o sl R ot SR I - - +
WL ++ | ++ + + — e Ea e et + +
298 ... A - + + e e e + +
310 ... ++ | ++ + + — e e +
7233 |k R ]+ + + + +
8189 .. ... FEEF R R b ]+ + AR LR

Se efectuaron también ensayos de fijacién del complemento. La
reaccién se hizo en tres tubos con dosis de 0,1 ml; 0,2 ml; y 0.3 ml de
suero diluidos 1:20. Se wutilizaron tres antigenos diferentes prepara(los
del siguiente modo:
n® 1: idéntico al empleado en las reacciones de aglutinacién.
n® 2: suspensiones bacterianas lisadas por conge]aciones y descon--

gelaciones bruscas.
n’ 3: suspensiones bacterianas calentadas a ebuilicién durante 15 mi-
nutos.

De complemento se emp-leé una dosis.

Los resultados obtenidos, si bien con variaciones en el grado de
intensidad, fueron concordantes con Ios hallados en las prue]:)as de-

aglutinacién.
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De acuerdo al cuadro que antecede, se deduce que la estructura
antigénica del H. pentussis en fase I, no es homogénea. Muy proba-
blemente se trate de un mosaico con antigenos de carécter aglutinan-

ey .fijadores del complemento que responden a una misma estructura.

Los antigenos serfan dos, el ‘A vy et B en concentraciones dife-
rentes segtn las cepas. En algunas razas ingIesas existe ademas una
‘tercera parcela antigena que llamaremos X. La misma més que un
tercer componente de los gémmenes en fase I parece ser un elemento
de transicién a la fase II ya que las cepas con estas caracteristicas son
débilmente ag]u‘tina&as por los sueros en fase I y francamente agiuti—
nadas por los sueros en fase Ill. Esto puede aceptarse de acuerdo a ja
concepcién anterior si se tiene en cuenta, por los trabajos de Leslie v
‘Gardener, que las cepas de H. pertussis en fase I son aglutmadas a

TR

titulo (100%) por los sueros antipertussis fase I vy 25% por sueros
antipertussis fase II. Las cepas en fase II se caracterizan en cambio
por aglutinar a titulo (100%) con los sueros antiuertussis fase I y
fase III. Como las cepas anteriomente nombradas tienen la particula-
ridad de aglutinar débilmente con los sueros en fase I, cosa que no
ocurre cuando se encuentran en fase II exclusivamente vy ademas aglu-
tinan muy bien con ios sueros en fase III, puede admitirse que la
parcela X es de transicién de la fase I a [a Il v no exclusivo com-
ponente I

Por lo tanto la estructura antigénica de los diferentes Haems-
philus pertussis en fase 1 seria la siguiente:

Cepas inglesas: AB; Ab; lXa_A l
Cepas argentinas: Ab.

Cepas norteamericanas: B; Ba

Considerando el esquema anterior como el de la estructura anti-
-génica de los Hae‘mophilus pertussis en fase I, se comprende facil-
-mente los resultados obtem&os en fos cuadros expernmentales ya des-
,crIptos "En efecto, de las cepas Inglesas estudladas hay una, la 8180,
que responderia al esquema AB, en Ia que am]:)os componentes se
hallan en exceso, por-lo que se los representa con mayusculas. La
7233 seria del tipo Ab, en tanto que otras, como Ias 154 208, y 310,
-serian de[ tipo Xa, si es que admitimos a X como componente exclu-
sivo de la fase I, o muy" probablemente clel hpo Asi a dicho elemento
lo consﬂeramos de transicién. Lo que es curioso es que todas estas
cepas proceden de un mismo -des,tz(no.,, A estas cepas se. Ies ha asig-
nado’ dicha. estructura, teniendo en cuenta que son débilmente aglu-
tinadas por, fos sueros con aglutininas anti A {cepas 81809, 72553, argen-

tinas y algunas norteamericanas) y no por las que contienen las anti
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B exclusivamente (Cepas norteamericanas). Ademas las reacciones de
aglutinacién qntre cepas de esta estructura son mas intensas, lo que
confirma la presencia de un tercer antigeno, el X, no compartido por
las demas razas de Haemo;philus pertussis en fase L.

Las cepas argentinas responden al esquema Ab, va que estan
constituidas por gran cantidad de A y menor proporcién de B, por
fo que se representa a este componente con mintiscula; c[ejando cons-
tancia gque la concentracién de este seg‘unc}o componente varia segan
las cepas, no asi el primerc que parece hallarse en una concenira-
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cepas americanas e inglesas aqui estudiadas.
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las cepas norteamericanas responderlan a una esfructura inversa
a la de 1as nacionales v estarfan constituidas por el componer
Genie o P 10 aco“lpaﬁa(}o de pequeiias canticaues
cie A, Este seria el motivo de que aglutmen Gnicamente a las cepas
Inglesas AB. Ab v a Tas argentinas con Igual estructura, no asi a
las inglesas Xa con las que no reaccionan o dan aglutinaciones
dudosas.

Para determinar que en [as cepas argentinas y norteamericanas
existia predominio de una de las parcelas que compionen Ia estruc-
tura de ciertas cepas inglesas, Ta 8180 espe.cia[mente, se hizo prue]oa
de absorcién de aglutininas con el siguiente resultado. Al suero aglu-
tinante preparado con la cepa 8189 se le absorbié agi’uﬁninas con la
cepa americana 128. Después de la absorcién, sobre el suero rema-
nente, se hizo una nueva reaccién de aglutinacién con la cepa nacio-
nal n® 40, con resultado positivo. Fi prob[exma inverso, es decir, ta
absorcién con la cepa 40 v aglutinacién del residual con la 128, tam-
bién se efectus, con idénticos resultados, por lo que se deduce que
con la cepa americana se absorbieron las aglutininas anti B y con
Ia necional las anti A y pequefia cantidad de las anti B. 'Ademas,
como al hacer reacciones de aglutinacién o ‘fijacién del complemento
entre cepas norteamericanas y sueros obtenidos por inmunizacidén
con cepas argeniinas, hay pequeia absorcién de anticuerpos; al ig‘ual
que si se realiza el procedimiento inverso, se confirma la estructura
del mosaico entigénico de las diferentes cepas de H. pertussis en
fase 1.

Los sueros aglutinantes anti 154; 208 y %10 fueron absorbidos
con suspensiones de la cepa 8189. Con el suero residual se efectua-

T™on prue]oas de 'aglutinacién frente a las cepas 723%; 1; 14; 40 y 50,

con resultado negaﬁvo. Las aglutinaciones de ese residual con fas

cepas 154; 208 y 510, aunque débiles, fueron positivas, hecho este
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en favor de un tercer antigeno, el X, no compartido per las demas
cepas.
' Queda ahn por sefialar que si bien la cepa inglesa 7233 tiene
Ia misma estructura que las argentinas, en aqueHa, el componente B
se encuenira en ImEnor proporcién, ya que las reacciones de agluti—
nacién frente a las cepas norteamericanas son de menor intensidad.

La estructura antigénica de las diferentes cepas puede represen-

tarse esquemdticamente del siguiente modo:
Cepas inglesas:

V=8
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7 7
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L1

N\,

Cepas norteamericanas:

<

C epas argentinas:

Conclusiones:

Los resultados obtenidos tienen particular importancia.

1) Cuando quiera ponerse en evidencia serolc’)gilcamente la fase
1 de una cepa en estudio, no conviene utilizar sueros aglutinantes
pre.parados con cualquier cepa, sino los que provienen de la inmu-
nizacién con aquellas ricas en las fracciones A y B, tal como la
8189 por ejemplo. v

2) Las vacunas preventivas y curativas elaboradas con H. per-
tussis en fase I no pueden fabricarse con cualquier cepa. Lo me’or
es hacerlo con un conjunto seleccionado en el que predominen ambas
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parcelas antigénicas. De este modo se conseguiria en la inmunizacién
humana, la formacién en alto titulo de anti-cuerpos defensivos contra
los antigenos A y B, ya que son éstos los tinicos, que desigualmente
repartidos, se encuentran en las diferentes razas de Haemophilus
pertussis en fase 1.

5)  Seria de desear que se estudiaran nuevas cepas, sobre todo

. . . s . T .
provenientes de distintas epidemias, para poder confirmar las con-

clusiones de este trabajo, las gue parecen demostrar que la fase T del
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