Las aglutininas del suero anticarbuncloso

Por A. Sordelli, P. Beltrami y C. Harispe

Las propiedades aglutinantes del suero anticarbuncloso
han sido muy discutidas, sea ya porque el antigeno era poco apto
para la observacién del fenémeno, sea porque los sueros especi-
ficos no aglutinaban o los normales aglutinasen. Un resumen de
la literatura sobre este asunto (Kolle y Wasserman, t, ITI, pag.
688, Milzbrand G. Soberheim), revela las contradicciones mas
extraordinarias.

Arlyle Noble (1) describe un método que permite observar
facilmente el fenémeno con los sueros especificos. Consiste en
el uso de una emulsién homogénea de bacilos no esporulados ob-
tenidos por un cultivo de pocas horas en agar, de una.cepa que
ha sido cultivado a 42°.5 durante 10 dias.

Los sueros especificos aglutinan hasta la dilucién de
1/20.000. El suero normal aglutina solo hasta 1/200.

Brocq Rousseau, Staub y Urbain (2) encuentran también que
el suero anticarbuncloso tiene poder aglutinante hasta el titulo
de 1/50.000. No indican la técnica usada para la determinacion,
lo que nos hace suponer que se trata de un ensayo realizado en
la forma corriente. . ° .

En esta comunicacion nos ocuparemos de las aglutininas
contenidas en el suero anticarbuncloso preparado en la forma
descrita en la comunicacién primera: (pag. 352).

Las primeras tentativas fueron para obtener una suspen-
siébn homogénea de B. anthracis homogenizando con NaOH
N/100 y neutralizando con HCl. Como la suspensiéon fuera me-
nos estable después del tratamiento nos vimos obligados a su-
primir la neutralizacién por el acido, suspendiendo los gérme-
nes en NaOH N/100 centrifugando y emulsionando el sedimen-
to con solucién fisiolégica.

Las emulsiones asi preparadas no fueron nunca tan homo-
géneas como es habitual usar para la aglutinacién decidiendo
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abandonar el método y recurrir al empleo de suspensiones de
B. anthracis en solucién fisiolégica sin tratamiento previo.

El B. anthracts fué cultivado en agar-suero por 18-24 horas
y emulsionado en solucién fisiolégica hasta una opacidad corres-
pondiente a 7000 millones por ¢m.?

La suspensién se deja por algunas horas a la temperatura
* : ambiente. Puede ser utilizada al dia siguiente y aun a las 48 ho-
ras después de la preparacién. Su sensibilidad a la aglutinacién
es menor en este tiempo.

La aglutinaciéon se hace en tubos de 160 mm. por 16 mm.
colocando 0.3-5 cm.? de la dilucién del suero y un volumen
igual de 1a suspensién de gérmenes. Se agita el contenido incli-
nando los tubos de manera que el liguido corra por la pared y
luego vuelva al fondo.

En esta forma los gérmenes ruedan por la pared y se aglo-
meran rapidamente en grumos. Es facil observar cuando hay
aglutinacién que una gran parte de los gérmenes queda adheri-
da a la pared del tubo y el liquido se aclara no s6lo por la for-

A macién de grumos gruesos, siné también por aquella causa.

E] tiempo de observacién es de 1/2 hora a temperatura am-
S biente inclinando los tubos en este tiempo mas o menos unas 40
; veces. El calentamiento favorece la apbariciéon del fenémeno, pero
' siendo tan claro a temperatura de laboratorio, hemos realizado
todos los ensayos a 17°-22°. Como controles se han usado sue-
ros colérico y tifico comparando siempre la aglutinacién con
una concentracién mucho mayor de estos sueros que la del sue-
ro especifico.
‘ El fenémeno de aglutinacién aparece casi instantdneamente

cuando la-concentraciéon del suero es muy grangde.

RSN Nuestros ensayos fueron hechos con cepas avirulentas, Vac.

" T, Vac. IT'y gérmenes virulentos y todas fueron aglutinadas, (ver

protocolo siguiente). Las diferencias individuales son bastante

‘o marcadas, pero no hemos podido apreciar por el momento si el
fenémeno puede servir para dividir el B. anthracts en tipos.

La aglutinabilidad ha sido tanto mayor cuanto menor era la
virulencia de la cepa. Si el hecho es debido a circunstancias for-
tuitas o a una propiedad constante y general, no se ha podido
establecer de una manera categorica. .

El suero usado fué preparado por inmunizacién de caballos
con la cepa virulenta Will.
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Aglutinaciéon de gérmenes avirulentos y Vac. |.

Suero 533 (Sangria 17 - VIII - 1928)

Control Pre(c}iopnit:lcim

Tipo 1/300 11900 1,2700 1,8100 | 1/24300 sue;';)g&i)ﬁco liquido so-

hrevacante
DILS9...... ++++ |+ |+ ++ + — +++
2)I.8.8...... +4++ | ++++ | 4+ ++4 + — +++
3) Ros......... +H+ +++ ++ + + — ++4
4) Pasteur 1927.| <+ ++ -+ + — —_ 44+
5) Orig......... +t+++ | FH++ |+ | A ++ +++
6) Ag. I........ ++++ | | | + + +++
7) Ag. Mue F4++ | | + + -+
8-Lau....... ++++ |+t | | - - +-++

Naturaleza y virulencia de la cepa

Patégena para

Vol V. N° &

1) Vacuna I. Carbunclo de campo atenuado por calor - Ratén
2) » 1. > > > » > >
3) > I »
4) » I Conejo
5) > I. Carbunclo de capo atenuado por calor Ratén
6) Carbunclo atenuado >
7) > > Cobaya
8) Carbunclo atenuado por pasaje en organismo inmune Ratén
Aglutinacién de Vacuna it
Suero 533 (Sangria 17 - VIII - 1928)
) Gontrol Precipitalci()n
iy o con e
Tipo 1/300 17930 1/2700 178100 1/24300 |suero tifico liquido so-
1/300 brenadante
DL Booeennn. 4| A+ | + - - ++
29 U.Dv. ... -+ - - — - + _
3) Ri. 1 ++ + + + - - -+
HP.2.. ... Attt | | A | 4 + — o
5 P.24.. ..... +4++ | 4+ ++ + - — +4+
6 Ha A | [ | | - +
DL AL | A | + - +
8) 0.60.......... ++++| ++ | + + - S+
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Naturaleza y virulencia de la cepa Patigena para
1) Vacuna II. Carbunclo de campo atenuado por calor Cobaya
2) No es carbunclo.
3) Vacuna II.
4 > IL. Cobaya
5) > IL >
6) > II. >
7) > II. Carbunclo de campo atenuado por calor. Cobaya
8) » II. » » > > > >
9 »> IL Cobaya
Aglutinaciéon del carbunclo virulento
Suero 533 (Sangria 17 - VIII - 1928)
Precipitacién"
Cepa 1/300 1,900 1/2700 1,8100 ?fgg ;Z’;i
sobreradante
[ ++ ++ + — + 4+
Ro +++ =+ | — - ++
Ra........... ++4+ + ++ — + ++
1 -~ — — — — ++
Ro IL........ +++ +4++ +44 — — 4+
PO ++ ++ ++ - + o
M. P...... ++ ++ + - + ++
Gal ... ...... +4 ++ 4 — — 4+
Willo........e 4+ ++ + — + ++
Lel. I.......... ++ + - + — + ++
Ber........... +4 ++ + — + +4
Lel. IL....... .. ++ 4+ + — -4 ++
Per............. ++H | A | A | - ++
RoI....ooocnn ++4- +++ ++ + — ++
Ca V... ..o ++ +4 — — + ++
Lel. OL........ ++ ++ + — — ++
Gall ....... ++ ++ + - — ++
Gan.. ........ +++ +++ ++ ++ - ++
Ga Ill.......... —++ ++ + — — 4+

En esta serie se pueden observar dos cepas que difieren to-
talmente de las demas; la cepa Li y la Per. La primera no ha si-
do aglutinable en ninguna concentracién y la segunda lo ha sido
de una manera extraordinaria.
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Este comportamiento es el Gnico indicio de que puede existir
una diferencia de constitucién antigénica entre las diferentes
cepas de B. anthracis.

La especificidad del fenémeno de aglutinacién fué . estable- )
cida por comparacién con sueros antififico, anticolérico y anti-
pestosc y con gérmenes semejantes al carbunclo.

Con los sueros no especificos el limite de aglutinacién es
muy bajo.

"~ El suerv anticarbuncloso aglutiné los pseudo anthracis a un
titulo muy bajo e igual al del suero tifico.

II

Durante la inmunizacién se ha podido apreciar la elevacién
del titulo aglutinante paralelamente a la aparicién de precipiti-
nas, como puede verse en el protocolo siguiente.

Sangria exploratriz Sangria exploratriz fangria exploratriz
8-IX-27 2-1-28 30-1v-28

2 Aglutinaci6n 2 Aglutinacién 8 Aglutinacion
Suer ag :aq 'ag

E 1,50 1/100 £ 130 | 1100 & 1150 1/100
8337 | 0 0 0 + + 0 A+ |
@ 10 0 o |4+ + 0+t |
538 | 0 0 0 + 0 0 || |
54 0 0 0 0 + 0 || o+ |+
560 | 0 0 0 0 n o | ++ | =+ |

El paralelismo entre las propiedades precipitantes y agluti-
nantes induce a creer que ambos fenémenos tengan un mecanis-
mo semejante como ha sido imaginado por Paltauf. En realidad
no hay ningln argumento que derivado de estos experimentos
pueda servir para negar tal posibilidad. La diferencia mayor
entre ambos fenémenos es la de los limites de precipitacion y
aglutinacién., Tampoco es esta diferencia de muy grande impor-
tancia, pues la estabilidad de la emulsién bacteriana es tan in-
ferior a la del precipitinégeno que puede ser esta la causa de que
la aglutinacién se observe con una dilucién mucho menor de

suero.




s e e SPN——

i m——— st e e
- P SR -

m—

Julio 1928 A. SORDELLI, P. BELTRAMI Y C. HARISPE 373

111

El fraccionamiento con agua destilada y CO. ha permiti-
do separar el suero en dos partes, la insoluble conteniendo todas
las aglutininas y la soluble desprovista de toda actividad.

Las globulinas insolubles en H,O destilada, contienen los an-
ticuerpos coagulantes (precipitinas y aglytininas) y al mismo
tiempo los que protejen de la infeccién al conejo y a la dobaya.

En el protocolo siguiente puede verse la distribucién de las
aglutininas entre las albiminas + globulinas solubles y las globu-
linas insolubles.

Aglutinacion con los sueros 850,851 y sus fracciones

1 cm.3 de suero 4 9 cm.3 de agua destilada saturada de anhidrido carbénico.
El precipitado se separa por centrifugacién y se disuelve en 10 cm.3 de so-
lucién fisiologica. Como antigeno se usa una suspensién de B. anthracis virulento
(Cepa Will) en solucién fisiol6gica previa digestion con NaOH ; centrifugacion
y lavado. )

SUERO 850 SUERO 851
Albtimina ’ Albimina )
iluei Globulinas Globulinas
Dilucion del Suero total |+ globuli-| | N Suero total |-+ globuli-| .
snero insolubles insolubles
nas solubles nas solubles
1/20 + + + + + +
1/40 + 0 + + + +
1/80 + 0 + + 0 +
1/160 + 0 + + 0 +
1/320 + 0 + + 0 +
1/640 -+ 0 N + + 0 +
1/1280 -+ 0 + + 0 0
1/2660 + 0 + 0 0
v

La absorcion de aglutininas fué ensayada con dos cepas de
Vacuna Iy dos cepas de Vacuna II.

En 2 em.? de suero anticarbuncloso 533 diluido se emulsio-
nan 2 ansas de un cultivo de 24 horas en agar suero. Se deja esta




374 LAS AGLUTININAS DEL SUERO ANTICARBUNCLOSO

emulsién a 37° durante dos horas y se centrifuga. En el liquido
sobrenadante se determinan las aglutininas.

Suero 533 sin digerir.

1/100  1/1000

Vac. I (O) ++ ++
Vac. I (L) ++ +
Vac. IT (P) +++ +
Vac. IT (H) ++ +
Suero 533 digerido con Vac. I (O) Suero 533 digerido con Vac. I (L)
1/100 .. 1/100
Vac. I (O) . + Vac. I (0O) +
Vac. I (L) 0 Vac. I (L) 0
Vac. II (P) 0 Vac. IT (P) 0
Vac. 1T (H) 0 Vac. II (H) 0
Suero 533 digerido con Vac. IT (P) Suero 533 digerido con Vac. IT (H)-
1/100 . .. 1/100
Vac. 1 (0)  + Vac. 1 (0) +
Vac. 1 (L) 0 Vac. I (L) 0
Vac. IT (P) 0 Vac. II (P) 0
Vac. 1T (H) 0 Vac. IT (H) 0

La absorcién ha sido completa para las cepas L, P y H. En
cuanto a la cepa O parece que una tendencia muy grande a la
aglutinacién sea la causa de los resultados observados.

Téngase presente que la digestién con la misrha cepa O de-
ja en el liquido una cantidad de aglutininas para producir la
aglutinacién en la dilucién del 1 %.

CONCLUSIONES

El suero anticarbuncloso obtenido por inmunizacién por via
venosa con B. anthracis capsulado tiene propiedades aglutinan-
tes especificas y la actividad del suero es muy grande y compa-
rable a la de los mas activos sueros aglutinantes.

Iol.
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La aglutinacién puede observarse facilmente con emulsio-
nes en solucién fisiolégica de B. anthracis cultivado en agar
suero a 37° por 24 horas.

Con excepcién de una cepa de carbunclo virulento (Li), 19
cepas virulentas, 8 de vacuna II y 7 de vacuna I han aglutinado
a titulo variables pero que no permiten deducir una disociacién
del B. anthracis. .

El ligquido de emulsién de todas las 35 cepas, incluso la ina-
glutinable, contiene precipitinégeno.

El titulo aglutinante se eleva paralelamente al poder preci-
pitante. Los sueros de los cinco animales que fueron estudiados
contienen aglutininas.

El fraccionamiento con agua destilada y CO- permite sepa-
rar en la fraccién insoluble las aglutininas. El liquido sobrena-
dante no tiene actividad.

La absorcién de aglutininas es facil de poner en evidencia.
El método de Castellani no permite apreciar diferencias entre
cuatro cepas, dos de Vacuna 1* y dos de Vacuna 2*




