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El antigeno gliacido~lipido como fijador de
complemento

I - EN BRUCELLA

Por I. PIROSKY, R. de PIROSKY y N. V. D’ALESSANDRO

La sensibilidad y especificidad demostradas por el antigeno bac-
teriano de naturaleza glacido-lipida en las reacciones de aglutina-
cién y precipitacién, nos ha inducido a examinar el valor de este
antigeno en un sistema de fijacién de complemento.

En este trabajo nos ocupamos del caso particular del antigeno
glicido-lipido de Brucella; exponemos las caracteristicas fijadoras de
complemento correspondientes al complejo constituido por dicho an-
tigeno y el anticuerpo contenido en el suero de animales inmuni-
zados experimentalmente o de enfermos de brucelosis y nos referi-
mos al aspecto experimental del sistema sin entrar a considerar su
posible valor de aplicacibn.

Diversos antigenos han sido empleados en reacciones de fijacién
de complemento con fines de diagnéstico aplicados a la bruecelosis.
Tayror, Lisponne, Vipar y Hazemin (1) han utilizado suspensio-
nes de bacterias muertas por calor; MorarEs-OTERO y GoNzALEZ (2)
una proteina bacteriana extraida en medio alealino; FERNANDEZ
IrgurraT (%), dicho antigeno modificado, e HIGGINBOTHAW ¥
Hearamanw (%), un polisacarido extraido de cultivos en medio
liquido.

I. — MATERIAL Y TECNICA

1. Antigeno.— Se obtuvo de acuerdo a la téenica descripta por
Borvin y MesroBEANU (5). Un cultivo de 72 horas en medio s6lido de
Stafseth, suspendido en soluciéon de NaCl al 0,9 %, lavado tres ve-
ces consecutivas, se lo trata eon acido tricloroacético N/4. Hl re-
siduo es separado por centrifugacién y el sobrenadante es dializado
hasta eliminacién del aeido. Filtracién por bujia.
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De acuerdo a esta técnica se prepararon antigenos de los tres
tipos de Brucella (abortus 590, melitensis 31 y suis 305). Los an-
tigenos glacido-lipidos asi obtenidos presentaron en cuanto al eli-
vaje en medio 4ecido, toxicidad y wvalor antigénico (formacién de
anticuerpos de coagulacién), las mismas caracteristicas estableci-
das por Lisponne (¢) y DomBoviceaNU (7).

2. Sueros. — Se emplearon: A. sueros de conejos inmunizados
experimentalmente y B. sueros de brucelosos.

A. sueros de conejos inmunizados experimentalmente. — Se pre-
pararon por inoculacién de: o. suspensiones de bacterias; B. rolu-
cién de antigeno glaeido-lipido.

o. sueros anti-bacterianos. — Fueron obtenidos con eada uno de
los tipos de Brucella ya indicados. Un cultivo de 72 horas en agar-
higado, suspendido en soluecién fisiolégica, es lavado tres veces por
centrifugacién e inactivado 1/2 hora a 60°C. Se afiade fenol 0,5 %.
Los animales fueron inoeulados por via venosa econ 0,6 —1,— y 15
ml. de una suspensién de 5 X 10° bacterias por ml. Las inyeccio-
nes se realizaron cada tres dias y la sangria definitiva se efectud
ochio dias después de la Gltima inyeceibn.

B. sueros anti-glicido-lipido. — Se obtuvieron por inoeunlacién in-
travenosa de los antigenos glicido-lipidos extraidos de eada uno de
los tipos de Brucella ya citados. Se inyecté 0,5 —1,—y 1,5 ml
de una solucién al milésimo (peso seco). Los intervalos de las
inoculaciones y de las sangrias fueron iguales a las indicadas en el
parrafo anterior.

B. Sueros de brucelosos. — Se han estudiado sueros de enfermos
con infeccién brueelosa o de sujetos curados clinicamente. (1).

3. Complemento. — Suero fresco de cobayo diluido 1/20. Pre-
viamente a la ejecucién de la reaccién se determind la dosis hemo-
litica minima (d.h.m.) frente a la dosis maxima de antigeno wuti-
lizada en el sistema. La variacién de la concentracién del antigeno
dentro de un mismo sistema entre 1 y 400 gamas, no influye sobre
el valor de la d.h.m. de complemento. Se ha empleado en general
1% d.h.m.

4. Sistema hemolitico. — Se constituyé por partes alicuotas de
una suspensién al 10 % de glébulos de carnero y amboceptor. Un
ml. de la misma contiene 5 D.H.

(*) Este material nos ha sido facilitado por la seccién Estudios Epidemiols-
gicos del Instituto, a cuyo jefe, Dr. E. A. MoLINELLI, agradecemos esta cola-
boracién.
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5. Reaccion. — Lios elementos de la reaccién se agregaron en el
orden siguiente: 0,1 ml. de suero (inactivado a 56°C, durante 1/2
hora); 0,1 ml. de la solucién del antigeno, complemento, solueién fi-
siolégica hasta completar un volumen de 1 ml. Incubacién en bafio
de agua a 37°C durante 1 hora, a cuyo término se afiade 1 ml.
de la mezela hemolitica sensibilizada previamente a 37°C durante 5
minutos. Ia lectura del sistema se realiza eunando en el tubo con-
trol, eonstituido por anticuerpo y complemento aparece la hemdlisis
completa.

La nomenclatura de los grados de hemdlisis en los diferentes pro-
tocolos se expresa por: pH = poca hemoélisis; 14, ¥4 y 34 = grados
de hemélisis; CH = casi hemdlisis y 0= ausencia de hemdlisis.

REsunTADOS

A. CoN SUEROS DE INMUNIZACION EXPERIMENTAL. — 1. Zona opti-
ma de frjacion. — Los sueros anti-glicido-lipidos y anti-bacterianos
han demostrado que el complejo antigeno-anticuerpo (con anticuer-
po constante) que se forma en ambos casos, presenta nna zona 6pti-
ma de fijacién de complemento para cantidades de antigeno que se
extienden méas alld de 80 hasta 0,2 de gamas. (Protocoloco N? 1).

ProTocoLo Neo 1

F17Aci6N DE COMPLEMENTO - BRUCELLA

Suero Antigeno glucido-lipido (cantidades en )

conejo B. abortus B. melitensis B. suis

anti-suis g0 40 20 10 51 0.20.01(30 40 20 10 5 1 0.20.01(80 40 20 10 5 1 0.2 0.01

01 (000000 pH HY, pH pH0000 HjpH 600000 pH H

Anti-
bacte- 002 {[pH 0 0 0 0 0 pH H{Y2Y: Y. Y4 pH OOH[pH 0 0 00 0 0 H

riano 0.0051Y/4Y/,%/ s pHpH 0 pH cH|%/1%/1%/1%/: Y/ /s pH H|Y/: Y4 /4 pH 000 cH

01 (000000 pH HY, pH0000 pH H, 0000 0 pH H

Anti-
glue. 0.02 [pH 00 0 0 0 pH HjY, Y/, %,000 pH HY 00000 pH H

lip. 0.005 [V 12 Yo 1/, Y/ pH pH H{Y, Ya Ys Yy 1y Yy Yy HIY/ 1YY/ spHpHpHpH H
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Lia concentracién en anticuerpos es practicamente la misma en ambos
tipos de sueros.

2. Hspecificidad. — Lia reaccién es especifica para Brucella. Los
resultados negativos obtenidos con antigenos glicidos-lipidos ex-
traidos de bacterias pertenecientes a otros géneros y con sueros que
no tienen relacién con brucelosis, asi lo corroboran.

3. Diferenciacion de los factores A y M.— La estructura antigé-
nica de los tres tipos de Brucella, estaria condicionada por la pro-
porcién, en cada uno de ellos, de los factores A y M. (WiLsox y
Mies) (8). K1 factor A seria predominante en los tipos abortus
y suis y el factor M en el tipo melitensis.

Hemos intentado investigar en qué medida dichos factores se ha-
llaban distribuidos en la fraccién glucido-lipido de la bacteria. En
los sistemas de fijacién de complemento realizados, los sueros de co-
nejo anti-abortus y anti-melitensis han demostrado combinarse con
los antigenos glucidos lipidos homdlogos y heterdlogos con igual am-
plitud. No se han observado diferencias apreciables de valores en-
tre los sueros obtenidos por inmunizacién con los respectivos anti-
genos gliucido-lipidos o con las suspensiones bacterianas. La capa-
cidad de inducir a la formacion de los anticuerpos o y p es com-
partida al parecer por igual por la bacteria «in toto » y por la frae-
cién glicido-lipida obtenida de la misma, sin tener en cuenta por
supuesto, anticuerpos formados, en el primer caso, para otras frac-
ciones antigénicas de la bacteria. En ambos tipos de sueros (anti-
glicido-lipido o anti-bacteriano), sbélo al comienzo de la inmuniza-
¢idén y en el limite de concentracidon de los anticuerpos, ha podido
observarse cierta diferenciacién de los receptores especificos. IHsta
cireunstancia estaria condicionada por la naturaleza antigénica de
las cepas empleadas. Si los factores A y M tienen igual valor anti-
génico y o y p son receptores de igual avidez, (Mims) (?), debe-
mos concluir que la proporcién de las superficies A y M en los
antigenos empleados para la inmunizacién de los conejos (se frate
de la bacteria o de la solucién del complejo glicido-lipido) es del
orden de la unidad. (Hsta observacién parece justificada a pesar
de no haberse realizado experiencias de absoreifn).

B. Con suEros DE BRUCELOSOS. — 1. Zona dptima de fijacion. —
Numerosas reacciones realizadas con sueros de enfermo brucelosos
(en actividad o clinicamente curados) han permitido observar una
zona de fijacién para variadas cantidades de antigeno, cuya ampli-
tud estd en funcién de la concentracién de anti-cuerpos en el suero.
Se observa una pre y post zonas de hemdlisis en relacién con el
exceso de antigeno o de anticuerpo.
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ProTOCOLO N° 4
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Para los sueros con bajo eontenido en anticuerpos, la concentra-
¢ién 6ptima de antigeno, para el caso de fijacién de complemento con
anticuerpo constante, es alrededor de 1 gama, oscilando entre 10 y
0,02 de gama. (Protocolo N° 2).

Cuando el contenido en anticuerpos es elevado, los complejos an-
tigeno-anticuerpo fijadores de complemento (siempre con anticuerpo
constante) pueden hallarse comprendidos entre cantidades de anti-
genos de 400 y 0,0002 de gamas. (Protocolo N° 4). La dilucién
progresiva de este tipo de suero da por resultado una disminueibén
correlativa de la zona de fijacién, hasta quedar reducida, en ¢! li-
mite de la concentracién util del anticuerpo, al valor observado
en los sueros originalmente con bajo titulo. Hsta zona de fijacidn,
gue hemos visto, se halla comprendida entre 10 y 0,02 gamas de
antigeno, indicaria la concentracién 6ptima de antigeno capaz de
sensibilizarse por un minimo de anticuerpo. Hsta relacién antigeno-
anticuerpo es constante para un mismo suero examinado en dife-
rentes oportunidades y para un mismo antigeno obtenido en di-
versas extracciones y ha sido observada regularmente en todos los
casos hasta ahora estudiados. (En la fecha, mis de cuatrocientos
sueros).

2. Diferenciacidon de los factores A y M.— Contrariamente a lo
observado en log sueros de conejos, dada la naturaleza de las cepas
utilizadas en esas experiencias, en los sueros de brucelosos se obser-
va un contenido variable en ambos tipos de anticuerpos, en funcién
probablemente con la diferente proporcién de los factores A v M
en la cepa infectante.

La reaccién de fijacién de complemento realizada con los antige-
nos glacido-lipidos abortus, melitensis y suis, nos ha permitido
por simple dilucién del suero, diferenciar en gran ntmero de casos,
los receptores a y u.

Asi se han observado sueros monoespecificos con elevado o bajo
contenido en anticuerpos o (Protocolos 2 y 3); sueros con diferente
contenido en anticuerpos o y u (Protocolos N 4, 5 y 6) predomi-
nando en los N® 4 y 5 el receptor i y en el N© 6 el receptor ¢, y
aquellos que siendo monoespecificos en el comienzo de la infeccién
pasan a ser hetertlogos en el transcurso de la misma, pero con des-
igual contenido de ambos receptores. Por dltimo, existen sueros
heterélogos indiferenciables por dilucién, en cuanto a los recepto-
res especificos se refiere. En el caso de los sueros monoespeeificos
con elevado contenido en un tipo de anticuerpo, debe tenerse pre-
sente que el receptor opuesto puede hallarse ausente o existir en
una concentracion inferior a la sensibilidad de la reacecidn.

Vol. X N° &
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La diferenciacién de los receptores a y w mediante los antigenos
glticido-lipidos permite aceptar que los componentes A y M estan
por lo menos parcialmente implicitos en esta fraccién de la bae-
teria.

Necesidad de la integridad del complejo glicido-lipido. — Lias
fracciones polisacarido y lipido que se obtienen por clivaje del com-
plejo en medio débilmente acido (&eido acético N/125) no constitu-
yen con el anticuerpo espeeifico complejos fijadores de complemento.
Tampoco lo realiza la mezcla de ambas fracciones.

Hemos investigado si el polisacirido o la fraccién lipoidea, pudie-
sen funcionar como haptenes en un tipo de reaccién de inhibicién
dentro de un sistema fijador de complemento. Hllo ha sido estu-
diado en el limite de concentracién del anticuerpo. Lios resultados
han sido negativos.

REsUMEN

Se ha examinado un sistema fijador de complemento con un an-
tigeno de naturaleza glteido-lipida.

En las condiciones analizadas el antigeno glacido-lipido de Bru-
cella ha demostrado ser especifico; cantidades del antigeno del orden
de una gama, dan lugar regularmente, frente al anticuerpo espe-
cifico, a la formaecién de complejos fijadores de complemento.

La naturaleza relativamente simple del antigeno estudiado, asi
como su especificidad y sensibilidad, permiten suponer sea til pa-
ra establecer una reaceién con fines diagnésticos, asi como para el
estudio cunantitativo de un sistema fijador de complemento.
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