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Antigenos estables para reacciones

de- aglutinacion

\)

Por HECTOR SOSA

En una comunicacién anterlor fueron tratados algumos problei=
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] aO""*ininaS en la enfermedad, y de e
producidas por accién de la vacuna antltlflea asi también, de
o dehen aprovecharse estos conocimientos para hacer de la p
mitiva reaccién de Widal un minueioso anélisis de anticuerpos
que permite legar al diagndstico con una precisién gque alcanza
a su méaximo cuando, en determinaciones sucesivas, se estudia la
evolucién de estas aglutininas en relacién con la enfermedad. (So-
sa, 1934).

Para obtener tales resultados es menester emplear suspensiones
constantes en sus caracteres antigénicos y capacidad de reaccidn.

'i

r—s

S
2]
5
=
.1§
‘59
w2
=i
=
D
ja)
hw]
993
723
jav)
]
[t
42
=t
D
(/1
s:1
43
[
)
<
fE
¢4
[
(o]
wn
bt
i3
v

Y como éste es un prob sa
vestigadores, no ha sido resuel’co en forma completamente sat1sfac-
toria, se justifica la tendencia de centralizar la ejecucidn de estas
reacciones en laboratoriog especializados. Su téeniea se ha hecho
cada vez méas dificil para el practico que comprende mal que
la tarea preparatoria, (el mantenimiento adecuado de las cepas,
la preparacién de los antigenos y su valorizacién) sea despropor-
cionadamente mayor que la de la reaccién en si.

En la comunicacién a que se ha hecho referencia, se aconsejaba
el empleo de sueros tipos, desecados en vacio, como contralores de
reacclén. Hs mas econémico utilizarlos en forma indirecta, titu-
lando sueros de enfermos que, convenientemente elegidos, sirven
para la determinacién inmediata del valor reactivo de las suspen-

siones.
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It €3 para usar
gque se encuentran entre ciervtos limites y, agregados como con-
tralores en la prueba de aglutinacién, permiten valorar la exac-
s hallados. Detferminado un error debe renc-

varse la tarea; lo gque ocurrird con una frecuencia en relacifu in-

titud de los t

versa a la constancia de reaecitn del antigeno.

Vemos asi, y a pesar de los adelantos en la téenica, que atn queda
en pié el viejo problema de la estabilidad de las suspensiones, cu-
yva importancia practica induce a prestarle preferente atencién.

Log antigenos propuestos por Ficker (1903) gue durante mucho
tiempo han sido utilizados, preparados y distribuidos por el Insti-
tuto Bacteriolégico, se han mostrado muy irregulares en su com-
portamiento y conservacién al ser ensayados bajo estas normas, y
su preparacién ha sido suspendida.

La misma téenica de reaccién ripida en gotas, gue se emplea
en la actualidad, no ha sido divulgada por sus imperfeceiones.
diez afios de practica se ha probado su particular adapiacién a las
condiciones de trabajo en el laboratorio para el que fué creada,

COT

donde se ejecutan diariamente gran cantidad de reacciones ¢on
un personal especialmente preparado. Solo asi se pueden obtener
buenos resultados de un método que por la rapidez de lectura per-
mite repetir la reaccién en pocos minutos, agregar series nuevas
los crrores inhe s a lag
a veces casi caprichosa, serian inadecuadas en condiciones y am-
biente distintos.

Los antigenos aleohélicos del tipo de Bien y Zontag (1917), son
relativamente estables. EI aleohol diluido parece ser el mejor me-
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dio liquido para la conservacion de la aglutinabilidad sométic
y produce buena inhibicidn ciliar, pero las suspensiones sufren
un aumento paulatino de floculabilidad que debe vigilarse.

La técnica de Dreyer (1909), la més difundida sobre todo en
territorios de habla inglesa, es también la que més se ha aproxi-
mado al desideratum de uniformidad en los resultados. Pero,
su desarrollo minueioso, los patrones de aglutinacién y el factor
de correccién, le prestan un sello de exactitud superior a su valor.
Si su téenica es excelente y la comparacién con testigos afina la
apreciacién del grado de aglutinacién, con la aplicacion de calcu-
los a la lectura s6lo se pueden corregir en parte los defectos ori-
ginales de un antigeno, y no los que sufre durante su conserva-
cién. Los ensayos efectuados con las suspensiones preparadas se-
gfin la téenica de Dreyer y con las enviadas por The Standars
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Laboratory de la Universidad de Oxford, demuestran que atn no
se ha llegado al grado deseado de estabilidad y constancia.
En vista de los resuliados obtenidos con estos
preparados en medios liguid !
que todo intento de mejora h:a sido inutil; ya sea var 1and0 la
ancia conservadora o sensibiliza : i
sus defectos. Considerando que los mayores inconvenientes esta-
ban relacionados con el agua en que se suspenden las bacterias, y
que a ella estan ligados, la lisis, la desnaturalizacién por electroéli-

tos y otros fendémenos cuya naturaleza exacta desconocemos, se in-

tenté suprimirla.

Fn una ecomunieacién previa (Sosa, 1938) ya se hizo referencia
a estos ensayos y al efecto obtenido por la desecacién, que permite
estabilizar las eondiciones de aglutinabilidad durante un tiempo

que supera las exigeneias.
ANTIGENOS DRSECADOS

Desde las primeras experiencias se ha observado que era facil
mantener la aglutinabilidad scmética por desecacién de las bacte-
rias. HEn cambio, no ocurria lo mismo con los antigenos ciliares,
gue perdian capacidad de reaceitn frente a las aglutininas H. Hsto
puede explicar las diferencias notadas por Wilson (1922) traba-
jando con Proteus X 19, y los defectos de aglutinaeién con sueros
especificos que observé al intentar preparar antigenos secos con
S.typhi, parathyphi A y B, y E.coli.

Como la pérdida de aglutinabilidad eiliar se notara a pesar de
que las bacterias conservaban su capacidad de generar las agluti-
ninag correspondientes al ser inoculadas a animales, se pensd que
podia ser debido a ruptura de las cilias por el efecto mecinico
de la desecacidn. Se intentd, por lo tanto, aumentar su resisten-
cia con formol, reconoeido como un execelente protector de la in-
tegridad morfolégica del aparato ciliar en medios acuosos.

Suspensiones de bacterias tratadas con formaldehido en distin-
tas concentraciones y después de tiempos variables, fueron deseca-
das en vacio. Be noté gue cuando méis intenso es el procese de
fijacién tanto més dificil es obtener, después, la dispersién en agua.
Las bacterias endurecidas con suficiente cantidad de formol for-
man, al ser desecadas, un conglomerado que no se disgrega.

Se recurrié entonces al agregado de substancias amorfas, solu-
bles en agua, que al ser desecadas preservasen a las cilias por su
interposicidn.

Los primeros ensayos se efectuaron con glicerina y con glucosa.
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nifiestan mas intensos con ciertos tiempos para atenuarse con un
calentamiento méas prolongado. Es posible que esto sea debido a

s en log distiniog elementos gue

O

peguefiog cambiog fisicos oecurrid
entran ‘-
Con
con el cal speciaimente coi © z 0, It ol v bicianuro de
mercurio, que deben emplearse en la minima cantidad necesaria
para esterilizar las suspensiones gue van a ser desecadas, Los limi-
tes de concentracién y tiempo no son especificados por su variabi-
lidad con respecto al medio de cultivo empleado, a la téenica de
recoleceibn, y hasta al método de desecacién. Es conveniente hacer
un ensayo previo para determinar la mejor concentracién en las
condiciones en que se trabaja; temiendo presente, que un exeeso
de formol dificulta la suspensién del antigeno desecado, que el

bicianuro de mereuric aumenta la floculabilidad inespecifica, y

=

que lag suspensiones mantenidas con cloroformo se lisan facil-

mente.
ANTIGENO SECO GLUCOSADO (ESTERILIZADO CON CLOROFORMGO )

Entre los distintos antigenos obtenidos por desecacién de sus-
pensiones de bacterias ciliadas, uno merece especial referencia.
No por considerarlo como punto final de estas investigaciones, sino
como el primero cuyos resultados han sido realmente alentadores,
y por ser el inico que ha podido controlarse después de casi diez
afios de conservacién. Fué preparado el 15 de noviembre de 1932
v, guardado a temperatura ambiente, mantiene las caracteristicas
antigénicas que poseia al ser desecado.

Se utilizd la cepa S.typhi H 901 de Mélix, que por seleceién
de colonias era mantenida en forma francamente S y bien ciliada.
Partiendo de un cultive de 18 h, sobre agar en estria, se efectua-
ron siembras en caldo; y con este caldo, a las 6 h. de desarrollo,
fueron sembrados los fraseos de agar. Como medio nutritivo se
empled caldo de carne peptonizado al 2 %, con un pH 7,4, al que
se agregaba 2 % de agar para obtener los medios sélides. Todas
lag incubaciones fueroun efectuadas a 37°C.

La recoleccién se realizé después de 18 h. de desarrollo. A la
mitad de los frascos se agregd la minima cantidad de solucidén
fisiolégica (CINa 0,8 %) necesaria para eubrir el agar y se dejo
que la suspension se efectuara espontédneamente, favoreciendo un
poco el desprendimiento con ligeras inclinaciones. Con el liquido
recogido se repitié la operacién en la segunda serie de frascos,
con el objeto de obtener una suspensién con gran cantidad de
‘bacterias, que fué medida y titulada por nefelometria.
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Caleulada la cantidad de soluecién fisiolégica necesaria para obte-
ner 250 X 10° bacterias por ml, ésta fué agregada con un exceso
de cloroformo puesto previamente en suspensién por agitacién
enérgica. La mezela fué mantenida por rotacién mederada duran-
te un minuto, dejando sedimentar después el eloroformo.

A la suspensidén deeantada se ineorpord su volumen de una so-
Ineién de glucosa al 40 %, a los 15 minutos de iniciado el contacto
con el cloroformo. Se mezelé bien, se retiré una cantidad para
contralor y pruebas comparativas, y el resto se distribuydé en am-
pollas a razén de 0,2 ml en cada una. Para ello se empleé una
pipeta automéatica construida de acuerdo a las indicaciomes de
Ayling.

Las émpollas fueron expuestas inmediatamente al vacio sulfiri-
¢o, obtenido en desecador de vidrio y con bomba rotativa de aceite
de alto vacio. Después de 20 h. fueron wetiradag y cerradas a la
lampara, permaneciendo desde entonces, a temperatura ambiente,

CONCLUSIONES

Todas las suspensiones de bacterias en medios liquidos, que fue-
ron ensayadas, se han mostrado inconstantes o conservan mal sus
caracteres antigénicos y capacidad de reaccién. En vista de estos
resultados se ha estudiado la desecacién como medio de obtener
antigenos estables para reacciones de aglutinacién.

Con las bacterias inméviles no se ha encontrado dificultades
para obtener antigenos secos. Lios gérmenes ciliados, en cambio,
pierden aglutinabilidad al ser desecados.

Este defecto puede ser corregido con la interposicién de substan-
cias gue preservan de alteracidn a las cilias durante el proceso
de desecacidn.

Se describe la preparacién de un antigeno que conserva sus ca-
racteres antigénicos después de haber sido mantenido casi diez afios
a temperatura ambiente.
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