Complejidad del antigeno precipitindégeno de B. Anthracis

Por A. SORDELLI, V. DEULOFEU v J. FERRARI

El estudio de las reacciones de coagulacién del B. anthracts y sus fracciones
con los sueros por cllos engendrades, ha permitide establecer una mayor com-

plejidad de estos antigenos v de los anticuerpos correspondientes que la hasta
ahora descrita por nosotros.

1. Antigenos precipitinégenos y anticuerpos correspondientes. — Se han di-
ferenciado dos antigenos precipitindgenos constituidos por las dos substancias
extractivas de los B, antheacis ¥ cuya preparacién ha sido brevemente expuesta
en un trabajo anterior.

Una de ellas tiene los caracteres de una nucleoproteina v la otra, la substancia
especifica soluble, tiene Ia naturaleza de un hidrato de carbono .

La precipitina para la fraccién nucleoproteica se cbtiene cuando se emplean
como antigenos B. anthracis crecidos en agar o caldo. lavados o no (antigeno
Aj. o bien el liquido sobrenadante de la emulsion de B. anthracis (antigeno B),
o la fraccidn de nucleoproteinas purificada (antigeno C). Estos antigenos se
comportan pues como tales tanto in vive como in vilro.

La produccién de una precipitina para la fraccién de hidrato de carbono re-
quicre condiciones diferentes. Solo se produce cuando se emplean como antigeno
B. anthracis crecidos en distintos medios. lavados o no, pero cuando los cuer-
pos bacilares faltan la precipitina no se produce. Por lo tanto la inyeccidn del
liquido sobrenadante de la emulsidn de B. anthracis (B.) o de la fraccidon nu-
cleoproteica (C) e hidrocarbonada (D) no da lugar a la formacién de precipi-
tinas para los hidratos de carbono (Cuadro ).

Llama la atencién que los sueros que contienen precipitinas para arnbas
fracciones revelen una mayor actividad para la substancia hidrocarbonada.

1 Véase ¢l trabajo anterior. Ademis, A. SORDELLI, V. DEULOFEU y J. FERRAR). Actividad
antigénica in vivo del B. anthracis y sus fracclones. 1. Anticuerpos de Fijacion. < Folia Biolo-
gicay, n? 11-13: pig. 45. Buenos Aires, febrero-abril 1937,
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CUADRO 1
1i3 me. ‘ 110 meg. \ 1/30 mg. 1/100 mg. 1{200 mg.
Sueros preparados con: | ; .
{N.F. H C.NP | H.C.| N.P. i H.Co| NP H.C| NP H. C
SR | | [
B. anlfiracic cultivades :
en agar (938) . . , |+t B S e I Q et ¢ ++
B. anthracis cultivados ‘ ‘ ‘ :
en caldo (894). . . et Rl B S ot R B o e o i+ 0 +

B. anlhracis <recidos
en agar y lavados i i
(992) () . . . . .| AErE b L b [ 0 [ 0 +

Liguido sobrenadante
de la emulsidén de B.

anflracis (3000) (B) | ++ 0 ++ 0 + 0 0 0 Q 0
Nucleoproteinas de B. | :
anthracis (3007} {C) -+ [ 4 ‘ + o 0 0 0 0

Hidratos de carbono
del B. anthracis

GOI0Y (D) . . . .| O o | o 0o | ¢ 0 0 0 . 0 0

Las dos precipitinas obtenidas pueden separarse por absorcidn selectiva con
el autigeno correspondiente: la fraccién nucleoproteica absorbe solamente sus
precipitinas vy la substancia hidrocarbonada absorbe tan soio su correspondiente
anticuerpo. En el primer caso, el suerc conserva su propiedad precipitante para
la substancia hidrocarbonada, en el segunde para ila nucleoproteina.

A 0,2 ¢m® de suere 938 se anadid I mgr de hidrato de carbone disuelte en 1 ¢m® de solucién
fisiclégica. Se prodace un abundante precipitade gue se cencrifuga despuds de 15 minutos. El
sobrenadante que contiene un exceso de precipitindgenc pues reaccions abundantemoente con sucre
938 da urma reaccidn intensa de precipitacidn con nucleoproteina.

En una forma semejente puede demostrarse que la nucleoproteina absorbe
dnicamente su correspondiente anticuerpo.

Ambas precipitinas se encuentran en la fraccién del suero que precipita cuan-
do se lo diluye diez veces con agua destilada saturada de carbdnico. como va

fuzra establecido por Sorprrir vy sus colaboradores® para el extracto total de
B. anthracis.

II. Antigeno aglutinégeno y anticuerpo ccrrespondiente. — Los anticuer-
pos aglutinantes se encuentran en todos los stueros que han revelado contener
precipitinas. Para procurar una diferenciacién de ambos grupos de anticuerpos
procedimos de manera andloga a la usada ya por otros investigadores, absor-
bienido los anticuerpos precipitantes con los precipitindgenos. en este caso nu-
clecproteinas y substancia especifica soluble, siendo facil probar que un suero
con_un exceso de precipitinégenos conserva inaliterado su titulo aglutinante.

El experimento fué hecho de acuerdo 2l protocolo gue sigue:

A 0.2 em” de seere 938, preparado con B. entfracis cultivades en agar. se afiade 1 cm® de
solucidn fisiolégica con 1 mgr de substancia hidrocarbonada de B. anthbracis, Una vexz separado

* A. SORDELLI. P. BELTRAMI, C. HARISPE y C. FRANCESCHI. Las precipitings del suero
anticarbuncloso. « Revista del Instituto Bacteriolégico del Departamento Nacional de Higiene »,
vol. V., a® 3, pigs. 331-351. Buencs Aires, julio 1928,

A. SORDELL! y J. FERRARI. Los anticuerpos contenidos en ol suero anticarpuncloso. « Re-
vista del Inst. Bact. del D. N. de H. », vel. V, n° 7, pigs. 786-791. Bucnos Aircs, julic 1930.
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el abundante precipitado que se forma ripidamente. se afiade 1 mgr de nucleoproteina disuclta
tambitn en 1 cam® de solucidn fisioldgica centrifugando ¢l liguido 21 cabe &¢ media bora. Ei
liquido sobrenadante queda y permanece claro, y contienc exceso de ambos precipitindgenos.

El tirulo aglutinante de este suero sin precipitinas (?) es tgual al del mismo
suero completo.

l.os anticuerpos aglutinantes y precipitantes revelan un comportamiento ani-
logo al sefialado por otros autores para otras bacterias y en condiciones experi-

“rmentales un poco diferentes y podria inducirnos 2 aceptar que las precipitinas

v ias aglutininas son anticuerpos diferentes. Hay que considerar sin embargo
que esas condicienes experimentales no permiten esta deduccidn, pues bien podria
explicarse la aparente diferencia entre los anticuerpos por la real v grande dife-
rencia que eXiste entre los antigenos usados. por una parte nucleoproteinas e
hidrato de carborno. y por la otra bacterias intactas. Bastaria admitir una dife-
rencia de 2finidad entre un solo anticuerpo coagulante v los B. anthracis por
una parte v sus substancias extractivas por la otraz para explicar las diferencias
observadas sin recurrir a la hipdtesis de Ia existencia de dos anticuerpos.

Esta suposicion tiene verosimilitud solo er el caso. que por orra parte es lz
regla, que existan en el ligquido. precipitindgeno v precipitinas gue estin unidos.
pero que no precipitan.

Como experimento complementario y para facilitar la limitacidn de las hi-
potesis. diremos que si se absorbe durante 30 minutos el mismo suero 938 con
una emulsién de B. anrhracts, el liguido sobrenadante contiene precipitinégeno
y esid libre de aglutininas.

Recordemos. sin darle valor de argumento para admitir la unidad de los anti-
cuerpos coagulantes, que la propiedad de las nucleoproteinas de engendrar anti-
cverpos v su incapacidad de absorberlos, constituye una excepcidon que conviene
analizar.

Las aglutininas no se separan totalmente al tratar el suere con agua destilada
carbdnica. y se las encuentra tanto en la fraccidn soluble como en Ia glie prea-
pita, aungue con un tirnlo sensiblemente menor en la porcidn sobrenadante. El
tiempo de aglotinacidn parece ser mas lento con las aglutininas gue se encuentra
solubilizadas, o que explicaria tal vez la contradiccidn entre estos resultados y
ios encontrados anteriormente por SORDELLI v sus colaboradores !, quienes las
hallaban solo en la fraccidn precipirada.

ResuMeN. ~— En el B. anthracis <e diferencian dos antigenos precipitindgenos.
uno con los caracteres de una nucleoproteina v otro con 1z naturaleza de un
hidrato de carbono.

La nucleoproteina es antigénica in vrvo, mientras que el hidrato de carbono
requiere la presencia de cuerpos bacilares para actuar como antigeno.

1.2s dos precipitinas producicas se pueden separar por absorcidn selectiva con
el antigeno correspondiente, v ambas se encuentran en la fraccidon precipitada
cuando se diluyen los sueros cen agua destilada saturada de carbdnico.

En todos los sueros que contienen precipitinas se han encontrade agluti-
ninas. Por la accién sucestva de los dos precipitinégenos pueden eliminarse las
precipitinas de los sueros, conservando éstos inalterado su titulo aglutinante.

l.as agletininas no se fraccionan por tratamiento de los sueros con agua des-
tilada. -

1 A. SORDELL! v J. FERRARL loc. cit.: A. SORDELLL P. BELTRAMI v C. HARISPE. Las
aglutininas del suero anticarbuncloso. « Revista del Inst. Bact. del D N. de H.», vel. V. n* 3,
pigs. 368-375. Buenos Aires, julic 1928.



