
Septbre. 1941 135

El antígeno glúcido-Iípido 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 antígeno bac­
teriano de naturaleza glúcido-lípida en las reacciones de aglutina­
ción y precipitación, nos ha inducido a examinar el valor de este 
antígeno en un sistema de fijación de complemento.

En este trabajo nos ocupamos del caso particular del antígeno 
glúcido-lípido de Brucella; exponemos las características fijadoras de 
complemento correspondientes al complejo constituido por dicho an­
tígeno 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 aplicación.

Diversos antígenos han sido empleados en reacciones de fijación 
de complemento con fines de diagnóstico aplicados a la brucelosis. 
Taylor, Lisbonne, Vidal y Hazemán ζ1) han utilizado suspensio­
nes de bacterias muertas por calor; Morales-Otero y González (2) 
una proteína bacteriana extraída en medio alcalino ; Fernández 
Ithurrat (3), dicho antígeno modificado, e Higginbothan y 
Heathmann (4), un polisacárido extraído de cultivos en medio 
líquido.

I. —- Material y técnica

1. Antígeno. — Se obtuvo de acuerdo a la técnica descripta por 
Boivin y Mesrobeanu (5). Un cultivo de 72 horas en medio sólido de 
Stafseth, suspendido en solución de NaCl al 0,9 %, lavado tres ve­
ces consecutivas, se lo trata con ácido tricloroacético N/4. El re­
siduo es separado por centrifugación y el sobrenadante es dializado 
hasta eliminación del ácido. Filtración por bujía.
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De acuerdo a esta técnica se prepararon antígenos de los tres 
tipos de Brucella (abortus 590, melitensis 31 y suis 305). Los an­
tígenos glúcido-lípidos así obtenidos presentaron en cuanto al di­
va je en medio ácido, toxicidad y valor antigénico (formación de 
anticuerpos de coagulación), las mismas características establecí' 
das por Lisbonne (6) y Domboviceanu (7).

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

A. sueros ele conejos inmunizados experimentalmente. — Se pre­
pararon por inoculación de : a. suspensiones de bacterias ; β. solu­
ción de antígeno glúcido-lípido.

a. sueros anti-bacterianos. — Fueron obtenidos con cada uno de 
los tipos de Brucella ya indicados. Un cultivo de 72 horas en agar- 
liígado, suspendido en solución fisiológica, es lavado tres veces por 
centrifugación e inactivado 1/2 hora a 60°C. Se añade fenol 0,5 %. 
Los animales fueron inoculados por vía venosa con 0,5 — 1, — y 1,5 
mi. de una suspensión de 5 X 109 bacterias por mi. Las inyeccio­
nes se realizaron cada tres días y la sangría definitiva se efectuó 
ocho días después de la última inyección.

β. sueros anti-glúcido-lípido. — Se obtuvieron por inoculación in­
travenosa de los antígenos glúcido-lípidos extraídos de cada uno de 
los tipos de Brucella γα citados. Se inyectó 0,5 — 1, — y 1,5 mi. 
de una solución al milésimo (peso seco). Los intervalos de las 
inoculaciones y de las sangrías fueron iguales a las indicadas en el 
párrafo anterior.

B. Sueros de brucelosos. — Se han estudiado sueros de enfermos 
con infección brucelosa o de sujetos curados clínicamente. (1).

3. Complemento. — Suero fresco de cobayo diluido 1/20. Pre­
viamente a la ejecución de la reacción se determinó la dosis hemo- 
lítica mínima ( d. h. m. ) frente a la dosis máxima de antígeno uti­
lizada en el sistema. La variación de la concentración del antígeno 
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 
l1/^ d.h.m.

4. Sistema hemolítico. — Se constituyó por partes alícuotas de 
una suspensión al 10 % de glóbulos de carnero y amboceptor. Un 
mi. de la misma contiene 5 D.H.

(") Este material nos ha sido facilitado por la sección Estudios Epidemioló­
gicos del Instituto, a cuyo jefe, Dr. E. A. Molinelli, agradecemos esta cola­
boración.
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5. Reacción. — Los elementos de la reacción se agregaron en el 
orden siguiente: 0,1 ml. de suero (inactivado a 56°C, durante 1/2 
hora) ; 0,1 mi. de la solución del antígeno, complemento, solución fi­
siológica hasta completar un volumen de 1 mi. Incubación en baño 
de agua a 37°C durante 1 hora, a cuyo término se añade 1 mi. 
de la mezcla hemolítica sensibilizada previamente a 37°C durante 5 
minutos. La lectura del sistema se realiza cuando en el tubo con­
trol, constituido por anticuerpo y complemento aparece la hemolisis 
completa.

La nomenclatura de los grados de hemolisis en los diferentes pro­
tocolos se expresa por : pH = poca hemolisis ; % y % — grados
de hemolisis ; CH = casi hemolisis y 0 = ausencia de hemolisis.

Resultados

A. Con sueros de inmunización experimental. — 1. Zona ópti­
ma de fijación. — Los sueros anti-glúcido-lípidos y anti-bacterianos 
han demostrado que el complejo antígeno-anticuerpo (con anticuer­
po constante) que se forma en ambos casos, presenta una zona ópti­
ma de fijación de complemento para cantidades de antígeno que se 
extienden más allá de 80 hasta 0,2 de gamas. (Protocoloco N° 1).

Protocolo N° 1

Fijación de complemento - Brucella

Suero Antígeno glucido-lípido (cantidades en γ)

conejo B. abortus B. melitensis B. suis c
anti - suis 80 40 20 10 5 1 0.2 0.01 80 40 20 10 5 1 0.2 0.01 80 40 20 10 5 1 0.2 0.01

0.1
Anti-

bacte- θ·θ^

000000 pH ÏÏ y4 pH pH 0 0 0 0 H pH 0 0 0 0 0 pH H H

pH 0 0 0 0 0 pH H y2 y2 y2 y4 ph o o h pHOOOOOOH H

riano 0.005 ViVó/pEpU 0 pHcH ’dw/c/y phh y4 y4 y4 ph o o o ch

0.1 000000 pH Ξ y4 pH 0 0 0 0 pH H y2 0 0 0 0 0 pH H H
Anti-

gluc. 0.02 pH 0 0 0 0 0 pH H y4 y4 y4 o o o PH η y2 0 0 0 0 0 pH H H
Up· 0.005 ■A’Ay.y.'ApHpHH y2 y2 y2 y2 y2 */< ιλ h ’/4y4y4pHpHPHPHH H
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La concentración en anticuerpos es prácticamente la misma en ambos 
tipos de sueros.

2. Especificidad. — La reacción es específica para Brucella. Los 
resultados negativos obtenidos con antígenos glúcidos-lípidos ex­
traídos de bacterias pertenecientes a otros géneros y con sueros que 
no tienen relación con brucelosis, así lo corroboran.

3. Diferenciación de los factores A y M.—La estructura antagó­
nica de los tres tipos de Brucella, estaría condicionada por la pro­
porción, en cada uno de ellos, de los factores A y M. (Wilson y 
Miles) (8). El factor A sería 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 fracción glúcido-lípido de la bacteria. En 
los sistemas de fijación de complemento realizados, los sueros de co­
nejo anti-abortus y anti-melitensis han demostrado combinarse con 
los antígenos glúcidos lípidos homólogos y heterólogos con igual am­
plitud. No se han observado diferencias apreciables de valores en­
tre los sueros obtenidos por inmunización con los respectivos antí­
genos glúcido-lípidos o con las suspensiones bacterianas. La capa­
cidad de inducir a la formación de los anticuerpos a y μ es com­
partida al parecer por igual por la bacteria « in toto » y por la frac­
ción glúcido-lípida 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- 
glúcido-lípido o anti-bacteriano ), sólo al comienzo de la inmuniza­
ción y en el límite de concentración de los anticuerpos, ha podido 
observarse cierta diferenciación de los receptores específicos. Esta 
circunstancia estaría condicionada por la naturaleza antigénica de 
las cepas empleadas. Si los factores A y M tienen igual valor anti- 
génico y a y μ son receptores de igual avidez, (Miles) (9), debe­
mos concluir que la proporción de las superficies A y M en los 
antígenos empleados para la inmunización de los conejos (se trate 
de la bacteria o de la solución del complejo glúcido-lípido) es del 
orden de la unidad. (Esta observación parece justificada a pesar 
de no haberse realizado experiencias de absorción).

B. Con sueros de brucelosos.— 1. Zona óptima de fijación.— 
Numerosas reacciones realizadas con sueros de enfermo brucelosos 
(en actividad o clínicamente curados) han permitido observar una 
zona de fijación para variadas cantidades de antígeno, cuya ampli­
tud está en función de la concentración de anti-cuerpos en el suero. 
Se observa una pre y post zonas de hemolisis en relación con el 
exceso de antígeno o de anticuerpo.



Protocolo No 2

Antígeno Glgcido - Lípido (cantidades en gamas)

Suero humano
Prot.: 59867

B. abortus B. melitensis B. suis
0

Hud.: y25
c.c. :

80 40 20 10 5 1 2 .04 .02 80 40 20 10 5 1 2 .04 .02 80 40 20 10 5 1 2 .04 .02

0.1 H H II H cH pH pH cH H H H H H H H H H H H H H H pH pH cH H H H

0.05 H H H H H cH cH H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H

0.02 H H H H H H H H H H H H H H H H II H H H H H H H H H H H

0.01 II H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H

Protocolo N° 3

Antígeno Glijcido - Lípido (cantidades en gamas)

Suero humano B. abortus B. melitensis B. suis
Prot.: 59960
Hud.: 7goo

c.c.:
100 50 10 1 .2 .02 .005 .001 .0002 100 50 10 1 .2 .02 .005 .001 .0002 100 50 10 1 .2 .02 .005 .001 .0002

0.05 0 0 0 0 0 0 pH cH cH HHHcHHHH H H 0 0 0 0 0 0 0 H H H

0.02 0 0 0 0 0 0 pH cH H H H H cH cH H H H H 0 0 0 0 0 0 0 CH CH H

0.01 pHpHjo 0 0 0 pH H H H H H H cH H H H H 0 0 0 0 0 0 0 CH CH H
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Protocolo No 4

Antígeno Glucido - Lípido

Suero
Prot.:

(cantidades en gamas)

humano B. abortue B. melitensis B. suis

, 59977

c.c. :
400 20010040 10 1 .2.02.002.0002.00002 40020010040 10 1 .2.02.002.0002.00002 400200100 40 10 1 .2 .02.002.0002.00002

0.05
1

pH 0 0 0 0 0 0 0 Η Η H H 0 0000000 pH H cH 0 0 00000 cHH H

0.002 Η Η ÏÏ Η H 0 0 0 Η Η H H H H HpiO 0 0 0 0 H H H H H¡720 0 0 y4 H H
—-| —“Ί

_____
0.0005 H H H H HHjpHpHH Η H Η Η Η H HcHpHO 0 0 cH Η Η Η Η Η^ΟρΗ Η Η H

0.00025 H H H H HH HcHH Η H
Η Η Η Η Η H Hj1/,1/! 74 cH

H H H HHHHcHcH Η H

0.0001 HHHHHHHHHH H HHHHHHHHHH H H H H H H HH Η Η Η H

H

H

H

H

Protocolo N° 5
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Antígeno Glucido - Lípido (cantidades en gamas)

Suero humano
Prot.: 59961
Hud. : 7200

B. abortus B. melitensis B. suis
O

100 50 10 1 .2 .02 .005 .001 .0002
c.c.:

0.1 000000 0 Η H

0.05 y2 y2 y2 0 0 PH PH cH H

0.02 y2 y2 y2 'y2 y2 3λ cH H

0.01 cH cH cH cH cH cH H Η II

100 50 10 1 .2 .02 .005 .001 .0002 100 50 10 1 .2 .02 .005 .001 .0002

0 0 0 0

y4 o o
cH cH¡pH 0

0 0 o 74 H 0 0 0 0 0 0 0 70 H H

H H H pH

o o o Ÿ4 74 pH pll Hp 0 0 0 pH H H H

0 0 0 Ϋ2 H Η H cH pHpH y. H H ÏÏ

0 0 0 Ÿ2 H H H H o
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Protocolo No 6

Antígeno Glucido-Lípido (cantidades en gamas)

Suero humano
Prot.: 59926
Hud.: neg.

C.C.:

B. abartus B. melitensis B. suis
C

100 50 10 1 .2 .02 .005 .001 .0002 100 50 10 1 .2 .02 .005 .001 .0002 100 50 10 1 .2 .02 .005 .001 .0002

0.05 0 0 0 0 0 H H H H cH 0 0 0 0 cH H 0 0 0 0 0 0 Ÿ2 H H H

0.02 h y2 0 0 0 0 0 cH H H H H 71 Ÿ4 0 0 H EL H H 0 0 0 0 0 H H H

0.01 H H y2 o o o o cH EL H H H HcH 7 4 7 4 cl-l H H H y2 o o o o cH H H
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Para los sueros con bajo contenido en anticuerpos, la. concentra­
ción óptima de antígeno, para el caso de fijación de complemento con 
anticuerpo constante, es alrededor de 1 gama, oscilando entre 10 y 
0,02i de gama. (Protocolo N2 * * * * * * 9 2).

2. Diferenciación de los factores A y M. — Contrariamente a lo
observado en los 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 función 
probablemente con la diferente proporción de los factores A y M
en la cepa infectante.

La reacción de fijación de complemento realizada con los antíge­
nos glúcido-lípidos abortus, melitensis y suis, nos ha permitido 
por simple dilución del suero, diferenciar en gran número de casos, 
los receptores a y μ.

Así, se han observado sueros monoespecíficos con elevado o bajo
contenido en anticuerpos a (Protocolos 2 y 3) ; sueros con diferente
contenido en anticuerpos a y μ (Protocolos N9 4, 5 y 6) predomi­
nando en los N9 4 y 5 el receptor μ y en el N9 6 el receptor o, y 
aquellos que siendo monoespecíficos en el comienzo de la infección 
pasan a ser heterólogos en el transcurso de la misma, pero con des­
igual contenido de ambos receptores. Por último, existen sueros 
heterólogos indiferenciables por dilución, en cuanto a los recepto­
res específicos se refiere. En el caso de los sueros monoespecíficos
con elevado contenido en un tipo de anticuerpo, debe tenerse pre­
sente que el receptor opuesto puede hallarse ausente o existir en 
una concentración inferior a la sensibilidad de la reacción.

Cuando el contenido en anticuerpos es elevado, los complejos an- 
tígeno-anticuerpo fijadores de complemento (siempre con anticuerpo 
constante) pueden hallarse comprendidos entre cantidades de antí­
genos de 400 y 0,0002 de gamas. (Protocolo N9 4). La dilución 
progresiva de este tipo de suero da por resultado una disminución 
correlativa de·, la zona de fijación, hasta quedar reducida, en el lí­
mite de la concentración útil del anticuerpo, al valor observado 
en los sueros originalmente con bajo título. Esta zona de fijación, 
que hemos visto, se halla comprendida entre 10 y 0,02 gamas de 
antígeno, indicaría la concentración óptima de antígeno capaz de 
sensibilizarse por un mínimo de anticuerpo. Esta relación antígeno- 
anticuerpo es constante para un mismo suero examinado en dife­
rentes oportunidades y para un mismo antígeno obtenido en di­
versas extracciones y ha sido observada regularmente en todos los 
casos hasta ahora estudiados. (En la fecha, más de cuatrocientos 
sueros).
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La diferenciación de los receptores a y μ mediante los antígenos 
glúcido-lípidos permite aceptar que los componentes A y M están 
por lo menos parcialmente implícitos en esta fracción de la bac­
teria.

Necesidad de la integridad del complejo glúcido-lípido. — Las 
fracciones polisacárido y lípido que se obtienen por diva je del com­
plejo en medio débilmente ácido (ácido acético N/125) no constitu­
yen con el anticuerpo específico complejos fijadores de complemento. 
Tampoco lo realiza la mezcla de ambas fracciones.

Hemos investigado si el polisacárido o la fracción lipoidea, pudie­
sen funcionar como haptenes en un tipo de reacción de inhibición 
dentro de un sistema fijador de complemento. Ello ha sido estu­
diado en el límite de concentración del anticuerpo. Los resultados 
han sido negativos.

Resumen

Se ha examinado un sistema fijador de complemento con un an­
tígeno de naturaleza glúcido-lípida.

En las condiciones analizadas el antígeno glucido-lípido de Bru­
cella ha demostrado ser específico ; cantidades del antígeno del orden 
de una gama, dan lugar regularmente, frente al anticuerpo espe­
cífico, a la formación de complejos fijadores de complemento.

La naturaleza relativamente simple del antígeno estudiado, así 
como su especificidad y sensibilidad, permiten suponer sea útil pa­
ra establecer una reacción con fines diagnósticos, así como para el 
estudio cuantitativo de un sistema fijador de complemento.
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