Las propiedades del suero anticarbuncloso

Los anticuerpos protectores

Por A. Sordelli, P. Beltrami, C. M. Harispe y C. Franceschi -

Desde nuestros primeros ensayos procedimos para probar
la actividad del suero con una cepa virulenta a pesar de que la
opinién de la mayor parte de los autores ha sido favorable al
uso de vacunas y de gérmenes de escasa virulencia. No creemos
actualmente que la virulencia tenga importancia, pero cuando
decidimos el uso del germen de virulencia muy alta, quisimos al
mismo tiempo que imitar la infeccién natural de las especies
.sensibles, no ser pasibles de la critica hecha a los que usan va-
cunas para las experiencias de medicién del suero anticarbun-
closo. Fué asimismo elegida la cobaya como especie de prue-
ba, especie muy sensible a la infeccién experimental por via
subcutanea y que no es incriminada como el conejo,. al que se le
suporie una resistencia individual muy variable y a veces muy
grande. .

Después de muchas tentativas para conseguir una determi-
nacién aproximada de la dosis mortal del carbunclo (cepa Will),
terminamos por adoptar la siguiente: Cultivo de 24 a 30 horas
en agar suero a 35°-37°. Suspension en caldo hasta que la opa-
cidad corresponde a la de 5.000 millones de gérmenes por cm.2.
Dilucién en caldo comtn (peptona P. D. o Martin pH - 8.4) has-

ta alcanzar la concentracién que se busca. Para la dilucién to-

mamos la precaucién indispensable de cambiar de pipeta a cada
dilucién, pues de lo contrario el niimero de gérmenes que se in-
yecta no puede ser siquiera sospechado. La dilucién final se in-
yecta en el volumen de 1 cm.2, El uso de la solucién fisiolégica
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fué descartado desde muy pronto por la irregularidad de los re-

sultados. Nuestra atencién fué dirigida a este detalle por haber

observado que en el caso de los anaerobios (especialmente B. wel-

chil) sucede un hecho analogo. Broeq, Rousseau, Staub y Ur-

bain (1) aconsejan el uso de caldo porque la solucién fisiolégica

es téxica para el B. anthracis. Sin tener en cuenta esta explica-

‘ cién, el hecho observado por nosotros, coincide con la afirma-
cioén de estos autores publicada ya en 1926. .

La determinaci6én de la D. M. M. para la cobaya ha revelado

—'_‘ que siempre con 1/1.000.000 de cm.? de la emulsién de 5.000 mi-

i llones se produce una infeccién mortal por B. anthracts.

S a). Las primeras experiencias que hiciéramos fueron por
‘ inoculacién del suero por via subcutanea y 24 horas después, el
virus por la misma via. Con esta téenica observamos una dife-
rencia evidente entre los sueros normales y un suero inmune. El
protocolo siguiente tiene resumidas las experiencias asi realiza-
das. Se inyectan cobayas de 250 - 280 gramos, con suero por via
subcutanea y 24 horas después se inocula 1 em.? de dilucién
1/50.000 en caldo de una suspensién de carbunclo Will de 5.000
: millones por em.? Practicamente la dosis inyectada equivale a
L ' 20 minimas mortales.
’ -En el protocolo siguiente estan resumidas tres experiencias
hechas cada una de ellas con series dobles de cobayas para cada
dosis, practicadas en los dias 23-VIII, 1-1X y 7-IX de 1927.
Una experiencia igual y con resultados iguales fué hecha
con vacuna Pasteur II en la dosis de 1/100 de cm.?

, Suero normal de Suero normal de Suero inmune
Dosis caballo. bovino. S. 92.
de suero i i
~ Viven | Mueren Viven | Mueren Viven | Mueren
0.1 cm3 0 6 0 6 0 6
0.25 cm.3 0 6 0 6 0 6
0.50 cm.3 0 6 1 5 1 5
1 cm.3 0 6 1 5 2 4
> 2 cm3 0 6 0 6 1 5
4 cm.3 0 6 0 6 6 0
8 cm.3 0 6 1 5 6 0
CONTROLES.
1 mueren em. 1/50.000 4 mueren em. 1/1.000.000

0 viven 0 viven
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Teniendo en cuenta el nimero de animales inyectados con
cada suero, con lo que las variaciones individuales se atenian, es
evidente que la accién del suero ncrmal de caballo es nula y la del
suero de bovino muy pequefia. La del suero especifico es intensa.
La Unica observacién que cabria es que solo se manifiesta con
dosis muy altas de suero.

La necesidad de inyectar una cantidad tan considerable de
suero bajo la piel produce fenémenos de inflamacién no despre-
ciables que pueden modificar por alteracién local, las condicio-
nes de la infeccién hecha 24 horas después. Por esta razén en
todas las experiencias realizadas posteriormente utilizamos la
via peritoneal para inocular el suero.

Los resultados fuercn en estos casos mas evidentes, pues ya
pudimos encontrar sueros que con dosis de 1 ¢m.? protegian la

cobaya contra la infeccidén, de 20 dosis mortales de carbunclo
Will.

b). La objecién de que una cepa modificada por pasajes en
el conejo podia ser causa de los resultados favorables obtenidos,
nos hizo comparar con el mismo suero la cepa Will, la vacuna
II Pasteur y carbunclo de campo, muy virulento, conservado
por cultivo en agar, sin pasaje alguno. ‘

En el protocolo siguiente estdn resumidos los resultados
que revelan de manera clara que la proteccién por el suero in-
mune no es un fenémeno que aparece solo para razas atenuadas

o modificadas por pasaje siné que se observa también para ce-
pas de gran virulencia.

La determinacién de virulencia de las cepas dié los siguien-
tes valores:

Wwill D M. M. = 1 x 1¢°
Li D M.M. = 1 X 107
Vac}. II D. M. M. 1 X 10+

Las dosis que se inculan son de 2 X 105, 2 X 10¢ y 2 X 102
de cada una de ellas respectivamente, 24-horas después de que las
cobayas han sido inyectadas con suero por via intraperitoneal.

Vol. V. N* 3
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Doc:
Cepa osis de Zuero Resultado
en cm.
1 +
will 2 0
4 0
1 0
Li 2 0
4 0
1 +
Vac. IT 2 0
4 0

La repeticion de estas experienéias y la observaciéon de los
animales por largo tiempo parece que revelara que la proteccién
se confiere méas dificilmente para la vacuna que para las cepas
virulentas. Intervienen sin duda dos factores importantes, que
son el nimero de lgérmenes inyectados y la gran esporulaciéon
que se cbserva en la vacuna II. No pretendemos explicar los fe-
némenos observados siné tan solo anotar que no solo hay diver-
sidad de virulencia siné otros factores que pueden tener impor-
tancia mayor.

¢). Las experiencias hechas con la cepa Will, que es capsu-
lada en la casi totalidad de sus gérmenes, reproduce desde el mo-
mento de la inoculacién la condicién que muchos autores exigen
para que exista la invasién carbunclosa y por lo tanto la in-
feccidén.

- Este hecho nos hizo suponer que el suero debia tener accién
sobre la infeccidén con sangre u érganos virulentos y que seria
posible tentar con alguna probabilidad, experimentos de curacion
de la infeccién carbunclosa experimental.

Las experiencias de proteccién para sangre y 6rganos viru-
lentos fueron hechas con la téenica que & continuacién se descri-
be. Se inyectaron varias cobayas por via subcutanea con dosis
distintas de carbunclo Will. En el momento de la muerte de una
de ellas se saca el bazo y se le tritura; se suspende en solucién fi-
siclégica, se le filtra por algodén y se diluye en caldo. Se inyectan
cobayas con dosis diferentes y se determina la dosis mortal mi-
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nima. Obtenida esta cifra se repite la experiencia suponiendo
una virulencia igual e inyectando 20 dosis mortales minimas.

La variacién grande de la virulencia hizo que varias tenta-
tivas fracasaran por falta o por exceso de virus. La experiencia
definitiva di6 el resultado consignado en el siguiente protocolo,
habiéndose inoculado una dosis de virus superior a 20 dosis mi-
nimas mortales.

N Suero Vol. de suero Resultado
s. 82 ; :
533 ) 0
113 i g
Ma | j j:
Li : i

Este experimento prueba que la infeccién de una cobaya
con sangre virulenta puede ser paralizada por un suero especi-
fico. Llama la atencién que solo los sueros preparados con la
misma cepa usada en la infeccién hayan tenido esa propiedad.
Respecto de los sueros Ma. y Li no sabemos qué via de inmuniza-

.cién se hd usado ni la virulencia de los antigenos empleados.

Proteccion de cobaya para la infeccién con sangre virulen-

ta ha sido encontrada por Brocg, Rousseau, Staub y Urbain (1.
" Takima Matsumoto (4 con un suero “antiagresinico” ha podido
proteger conejos contra sangre virulenta. ‘

Con estos resultados podia creerse que si la adaptacion del
B. anthracis es un factor decisivo para la infeccidn, el suero que
proteje contra un virus tomado directamente de un animal, debe
poder paralizar la infeccién si se inocula simultaneamente o des-
pués del virus.
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Los experimentos siguientes se hacen en la forma habitual
con cultivo en agar suero de la cepa Will suspendida en caldo.

Dosi ' Control con
. . . 0518 4 cm.3 de sue-
Dosis de virus de suero Resultado ro normal de
bovino
Suero ) 4 0 l -+
+ 1/250.000 (2 D. M. M) 4 0 +
Virus .
Mezcla in vitro |1/25.000 (20 D. M. M.)| 4 0 +
4 + +
4 + +
Suero 1/250.000 (2 D. M. MJ)| 4 i L+
intraperitoneal y :
virus subcutaneo 1/25.000 (20 D. M. M.) 4 + +
4 + +
10 + —
Virus subcutaneo y 10 + -
2 horas después sue- 1/250.000 (2 D. M. M.)| 10 + -
ro intraperitoneal 10 + -
10 + —
10 + —

Aunque estos resultados no apoyen aquella suposicién son
insuficientes para negar la verdad de la primera parte del enun-
ciado, pues aparte de la adaptacién de los gérmenes interviene
de una manera preponderante la dosis de virus. Si se tiene en
cuenta que la absorciéon de los anticuerpos del suero en el peri-
toneo y la llegada al sitio de la inoculacién (tej. sub.) se realiza
en un tiempo relativamente largo, es posible que tenga lugar, no
s6lo una adaptacién, siné también un aumento grande de la do-
sis de virus por la multiplicacién de gérmenes.

La mezcla de suero y cultivo ha revelado que el B. anthracis
puede ser neutralizado. La actividad del suero es comparable a
la del mismo suero inyectado por via peritoneal el dia anterior.
Esta propiedad la utilizé6 Méndez para medir la actividad de los
sueros () determinando la dosis que prolonga la vida de los ani-
males 6 a 8 horas con relacién a los testigos sin suero.

d). El comportamiento de los conejos ha sido en un todo se-
mejante al de las cobayas. La actividad del suero ha sido més
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facil de revelar ¥ las dosis que protejen son en general menores.
Es probablemente un animal de prueba que equivale a la cobaya
para este fin, a pesar gue su sensibilidad es menor y probable-

mente mas irregular.

Los protocolos que siguen se refieren a la protecciéon por
inyeccién de suero por via peritoneal y venosa y a la neutraliza-

cién de un cultivo por mezcla in vitro.

SUERO SERIE 82

Suspensién de carbunclo Will en caldo de acuerdo con la
técnica general. La dosis minima mortal esta comprendida entre
1X 106y 13X 105, Se usan 20 veces 1 X 105, es decir, 1cm.? de

una dilucién de 1/5000 que se inyecta por via subcutanea.

24 horas

Vol. de suero Via venosa ‘ , Resultado
después
1 cm.3
2 » Will o
1/5000 v
<
5 P2 > 0 o
’ g
(8]
10 » » 0 —
o
°g
- - .
Vol. de suero Via intraperi 24 ho;ias @ z
toneal. después g2
1 cm3 €=
2 > : © Wil 0 b
1/5000 —
°
1=
5 » > 0 =
o
&)
10 > > 0
NEUTRALIZACION DEL CULTIVO POR MEZCLA Y VALQCRES DE PRO-
TECCION DE LOS MISMOS SUEROS
Se mezcla suero con 1 cm.? de emulsién de carbunclo Will

al 1/5000 en caldo y se inyecta la mezcla después de 15’ a cone-
jos por via subcutanea (conejos de 1 kg.)

Vol V. N° 3
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Otro lote de conejos recibe suero por via peritoneal y 24
horas después la misma dosis de virus por via subcutinea.

Experiencias de proteccion Experiencias de neutralizacién
. | Inyeccién de
Caballo {Dosisde suero Resultado} Resultado | 1/5000de Will | Caballo
con suero
3 . 3
533 1 cm. -+ 0 1 cm. 533
2 ¢cm.3 0 — —
o
S
1 cm.3 g + 0 1 cm.3
535 5 B 535
| 2 cm3 50 0 — —
o -
BB N 0 1 3
1 cm.3 = } cm -
5~38 2 2 cm.3 ] g 0 — — 538
o
éj o
8 =4 cepn 8
541 ) 1 cm.3 §§ + 0 1-em. 541
| 2 cm. % 0 . — —
lems [N 0 0 1 cms3 h
) cm. 1 cm. -
560 3 2 em.3 0 . _ 530

10 controles para el experimento de proteccién y 5 para el
de neutralizacién con las mismas dosis de suero normal, mueren
rapidamente y en forma igual que los animales con virus solo.

Esta experiencia prueba que la actividad del suero para

‘neutralizar in vitro el poder patégeno del carbunclo es mayor

que la que revela para proteger al mismo animal cuando el suero
se inyecta por via peritoneal.

e). Hemos estudiado también la variacién del poder protec-

tor del suero durante la inmunizacién, midiendo cada sangria

poco tiempo después de hecha y luego todas al mismo tiempo pa-
ra que las cifras fueran mas comparables. Las experiencias se hi-
cieron por proteccién en cobayas y por proteccién y neutraliza-
cién en conejos.

La técnica utilizada es la misma que hemos mencionado re-
petidas veces,

La elevacién del valor protector o neutralizante es lenta y
ha.requerido cerca de ocho meses para llegar al maximo. La pri-
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mera sangria del mes IX - 27 es de animales vacunados con va-
cuna I y II. La segunda del mes I-28 es de los mismos después
de haber recibido dosis grandes de carbunclo virulento y la ter-
cera del mes IV.- 28, después de 11 inyecciones con una dosis to-
tal de 600 cm.2. de 100.000 millones por cm.3

PODER PROTECTOR DEL SUERO INMUNE

Cobayas de 300 gs.
Suero peritoneal.

¢ 24 horas después B. anthracis (cepa Will) suspendido en
caldo. - ‘
1 cm.? de la diluciéon 1/50.000=20 D, M. M.

Caballo 533 Dosis de suero Resultado

2 +

Sangria 2 + -
1X-27 4 +
4 +
2 +
Sangria 2 +
1-28 4 0
4 0
1 +
Sangria 1 +
IV-28 2 0
2 0
2 -
Suero normal de 2 +
* caballo 4 +
4 +
z +
Suero normal de 2 +
bovino 4 +
4 +
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Protecciéon por el suero anticarbuncloso y 24 horas después
1/5000 de Will. (Suero en inyeccién peritoneal a conejos de

1000 gs.)

Caballo Sangrfa IX-27 | Sangria 2-1-28 | Sangria 30-IV-28
lem3 | 2em3 [ 1 em3 | 2cm3 | 1 em8 | 2 cm3

533 + + + + + 0

535 + + + 0 + 0

538 + + + 0 + 0

541 + + + + +- 0

560 + + + + + 0

Neutralizacién por mezcla in vitro de un cultivo de carbun-
clo Will (1/5000) por 1 cm.3 de suero (conejos de 1000 gs.)

Caballo Sangria 1-X-28 Sangria 2-1-28 Sangria 30-IV-28
533 + + 0
535 + 0 0
538 + + 0.
541 + + 0 a
560 + + 0

Todos los experimentos hasta ahora referidos revelan que
el suero anticarbuncloso tiene propiedades especificas que lo di-
ferencian completamente del suero normal y que el suero de un
mismo animal durante la inmunizaciéon adquiere aunque lenta-
mente una actividad cada vez mayor.
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II

En la comunicacién anterior referimos el hecho de la sepa-
racion de las globulinas del suero anticarbuncloso por dilucién
de agua y CO.. Las mismas globulinas y el resto scluble pseudo-
globulinas+albuminas fueron estudiadas bajo el aspecto -de sus
propiedades de proteccién o neutralizacion de la infeccién car-
bunclosa.

a). Fraccionamiento del suero por agua. En el experimento
protocolizado més abajo se demuestra que por accién del agua se
precipitan totalmente las sustancias activas.

Sueros 850 y 851 provenientes de mezcla de sangrias del
30-IV-27. Se diluyen al 1/10 por agua saturada de CO. y se espe-
ra al dia siguiente para separar el precipitado. Este se disuelve
en un velimen de solucién fisiolégica igual al del suerc primitivo.
La parte sobrenadante que contiene las albiminas y las pseudo-
globulinas, se concentra en vacio rapidamente ( + 30’) a tempe-
ratura inferior a 35° y hasta tener una concentracién idoble del
suero primitivo. Con estos tres liquidos, suero primitivo, globuli-
nas insolubles y pseudoglobulinas méas albtiminas, se inyectan co-
bayas por via intraperitoneal y a las 24 horas se infectan en la
forma habitual. Las cifras indicadas en la columna Dosis de sue- R
ro son referidas a volimenes de suero original y las cifras que es- g
tan entre paréntesis son las cantidades de proteinas que se han
inyectado (N. X 6.25). Las determinaciones de proteinas fueron
hechas por el idoctor Modern. ‘

Fraccionamiento del suero por dilucién con agua destilada. Poder de
proteccion para cobayas.

Dosis de sueros Resultado
5 ¢cm.3 ' (0.32) 0
Suero total 850 5 om3 (0.32) 0
(0.30) 5 cm3 | 0
Suero total 851 (0.30) . 5 om.3 0
Pseudoglobulinas 850 10 cm3 . (0.53) -+ i’
-+ albiiminas 10 c¢m.3 (0.53) +
. Pseudoglobulinas 851 (0.47) 10 cm.3 +
-+ albtiminas (0.47) 10 ¢cm.3 +
Globulinas insolubles 850 g ggllz Eggg; %
Globulinas insolubles 851 Eggg; ggrr:: 8
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Los resultados son tan claros gue no necesitan comentario
especial revelando que las globulinas insolubles contienen to-
da la actividad protectora del suero anticarbuncloso.

b). Demostrada la ausencia total de poder protector en las
pseudoglobulinas + albtiminas, estudiamos la actividad de las
globulinas insolubles, tanto en el experimento de proteccién co-
mo de neutralizacién en cobayas y en conejos.

Se precipitan los mismos sueros 850 y 851 y se diluye el
precipitado en um volumen igual a 1/5 del suero primitivo. La
concentracién de proteinas en las globulinas insolubles es igual
a la del suero primitivo (pues el total de proteinas estd consti-
tuido por cuatro partes que no precipitan y 1 que precipita por
accién del agua). '

Valor de proteccién de las globulinas insolubles. El suero se inyecta por via intra-
peritoneal y el virus 48 horas mds tarde por via subcutinda.

Suero serie Vol. de elobuli- Cobaya Virus 24 , horas Resultado
nas cm.3. después

, 0.1 843 |1cm.3al 1/25000 0

851 0.2 412 > 0

0.5 499 » 0

0.1 407 » 0

850 0.2 434 > 0

0.4 409 > 0

Control :

virus 457 3 -+ 48 horas

La cantidad minima de proteina inyectada es para el suero
851 de 6 miligramos y para el suero 850 de 5 miligramos.

Valor de neutralisacién de las globulinas precipitadas por agua. Después de media
hora de contacto de las globulinas con 20 D. M. M. de virus “Willburn”
se inyecta la mescla a cobavas por via subcutdinea.

Vol. de globulinas Cobaya N°¢ Observaciones
0.2 cm.3 498 0
851 0.5 cm.3 439 0
1 cm3 o 411 0
0.2 cm.3 408 0
850 0.5 cm.3 454 0
1 com3 474 0

Control ( 457 -} 48 horas
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Poder de neutralizacion de las globulinas precipitadas por agua para el conejo. Se mesclan las globulinas con 1 cmn.3
de una suspension de carbunclo “Willburn” en caldo al 1/5000 que equivale a 20 D. M. M.

Volumen' de

i |
Corresponde a cm.3

Virus

lobulinas cm.8 suero primitivo Conejo N? Observaciones Controles
g i .
0.5 2.5 1/5000 5603 0
0.2 1 » 5608 0 1/5000 conejo 5664 4
850 a las 48 horas
0.1 0.5 » 5629 0
0.05 0.25 > 5642 0 1/100000 conejo 5705 -+
a las 48 horas
0.5 2.5 » 5630 0
0.2 1 > 5733 0
851 -
0.1 0.5 » 5606 0
0.05 0.25 » 5594 0
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nas insolubles es muy grande, tanto en la proteccién como en la
neutralizacién.

Ascoli ® ha hallado que los anticuerpos del suero anticarbun-
closo se encuentran en las pseudoglobulinas. Nuestros experi-
mentos hechos por fraccionamiento con sulfato de amonio no nos
permitieron revelar anticuerpo alguno en las eu ni en las seu-
do-globulinas. Cabe la suposicién de que el anticuerpo ha que-
dado en las albiminas o ha sido destruido.

c¢). La labilidad de los anticuerpos protectores contenidos en
las euglobulinas fué demostrada por calentamiento a 60° y por
digestion con HCl N/20 a 37

Se precipitan euglobulinas por accién del Hy0 y del CO. y
se disuelve el precipitado en solucién fisiolégica. Una parte se
calienta a 60° por 20. A otra parte se agrega HCI de tal manera
que el liquido quede a una concentracién N /20, se mantiene a 37°
por una hora y se neutraliza por NaOH.

Se inyectan cobayas por via peritoneal con 5 em.? de suero
original y globulinas insolubles correspondientes a ese volumen
de suero y a las 24 horas se inyectan con carbunclo “Will”, (20
dosis mortales minimas. '

Euglobulinas Suero 850 Suero 851 Resultados
5 cm.3 +
Calentadas 5 cm.3 +
a 60° 5 c¢m3 +
‘ 5 cm3 +
Digeridas con HCI 5 cm3 ‘ +
N/20 por una hora 5 cm.3 +
a 37° y neutraliza- 5 cm.3 +
d NaOH
as por Na 5 cms® +
5 cm3 0
. 5 cm.3 0
Sin tratar
5 cm.3 0

5 cm3 0

e |
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-RESUMEN

El suero anticarbuncloso precipitante obtenido de acuerdo
con la técnica ya descrita en la comunicacién anterior, tiene pro-
piedades anti-infeccicsas facilmente revelables. Protege a coba-
yas si se las inocula por via subcuténea o peritoneal y a conejos
por via peritoneal o venosa.

La proteccién de las cobayas inyectadas por via peritoneal
se establece después de un tiempo. Por otras vias y para otras
especies no se ha investigado esta propiedad. No se trata
de un fenémeno de desensibilizacién o de proteccién de
las células semejantes al de la sensibilizacién pasiva, pues apar-
te de que se puede explicar el fenémeno por otras causas, existe
la demostracién directa de la neutralizacién de un cultivo por el
suero in vitro. Esta neutralizacién ha sido observada tanto para
conejos como para cobayas.

La técnica usada para los experimentos de medicién referi-
dos en este trabajo semejante a la de Brog Rousseau, Staub y
Urbain, consiste en usar un cultivo de 24 horas capsulado muy
virulento crecido en agar suero, suspendido en caldo hasta tener

. 5.000 millones de gérmenes por cm.? (determinacion por opaci-
dad) y de alli diluido en caldo comin de pH 8-8.4 hasta que 1 cm.?
contenga por lo menos 20 dosis minimas mortales, que es la do-
sis que se inyecta. La regularidad de la muerte de todos los ani-
males da a esta técnica un valor singular, tal como lo reconocen
Broq Rousseau, Staub y Urbain.

La proteccién de las cobayas se observa no sélo para la cepa
virulenta Will, sin6 también para la vacuna Pasteur II y para
una cepa de carbunclo de campo, que no ha tenido pasaje alguno
por animal de laboratorio. El suero proteje también contra la
infeccion con bazo de un animal que ha sucumbido a una infec-
cién de carbunclo. .

El suero anticarbuncloso inyectado por via peritoneal a la
cobaya carece de accién curativa cuando se inyecta 2 horas des-
pués del virus o simultaneamente con éste. '

El poder del suero durante la inmunizacién aparece tardia-
mente y se requiere la imyeccién de una cantidad muy grande
de gérmenes. En nuestros experimentos han sido necesarias
treinta semanas, en las que se inyectaron los animales semanal-
mente. La cantidad total de gérmenes virulentos inoculados ha
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sido de 1.000 cm.? de 100.000 millones por cm.?, Algunos ani-
males dan suero activo a los cinco meses de inmunizacién con
una cantidad de antigeno inyectado igual a 400 em.? de 100.000
millones.

La precipitacién de este suero carbumcloso por dilucién a
1/10 con agua destilada saturada de CO, permite separar dos
porciones, una soluble (albtiminas y pseudoglobulinas?) otra
inscluble (euglobulinas?). Los anticuerpos protectores estan con-
tenidos en Ia parte insoluble. La parte soluble (albimina y pseu-
doglobulina) carece de toda actividad.

La concentracién que se puede realizar por este procedi-
miento es muy grande, pues la cantidad de proteinas que preci-
pitan es solo 1/5 del total de las proteinas del suero.

Ha sido posible proteger cobayas por inyeccién intraperito-
neal de seis mgs. de globulinas insolubles como asi mismo neutra-
lizar la accién de un cultivo con menos de 12 mgs. La dosis de
cultivo usada ha sido de 20 D. M. M.

Una experiencia con conejos nos ha permitido neutralizar
20 dosis minimas mortales con dos y medio miligramos de globu-
lina insolubles. '

Los anticuerpos contenidos en las globulinas insolubles son
destruidos por calentamiento de 60° y acidificacién en solucién
N/20 de CHL

Recordaremos que las precipitinas estdn contenidas en la
misma fraccién que los anticuerpos protectores.
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