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Las sensibilizatrices del suero anticarbuncloso

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

Casi todos los autores reconocen que el suero anticarbun-
~ closo en presencia del antigeno especifico tiene la propiedad de
fijar el complemento. Asi por ejemplo Eichhorn, Berg y
Kelser (1) observan que la fijacién es evidente con sueros inmu-
nes y nula con sueros normales. El paralelismo entre la fijacién
y la capacidad de protejer contra la infeccién carbunclosa su-
giere a los autores la posibilidad de usar el método e fijacién
para determinar la actividad del suero.

Dessy (2 encuentra que el suero de los caballos, vacas, ca-
bras, ovejas y conejos normales no fija el complemento. Los
suercs de caballos, vacas y ovejas inmunizadas poseen una acti-
vidad variable, siendo los primeros los que fijan con menor do-
sis. Este autor encuentra paralelismo entre el poder protector
del suero y el titulo de fijacién del complemento. A diferencia
de Beltrami y Grassi ha hallado que los sueros fijan el comple-
mento alin después de calentados a 55°. Algin paralelismo fué
hallado por Dessy entre la fijacién del complemento y aglutina-
cién y precipitacién.

‘ Beltrami y Grassi (¥ han estudiado este asunto, encontran-
do que el suero inmune de bovino o de caballo fijan muy debil-
mente, Por el contrario, el suero normal de mula fija con una
intensidad igual a la del suero inmune. Los autores deducen de

(1) Journal of Agricultural Research. Vol. VIII, N¢ 2, pag. 37, afio 1917.

(2) Revista Sudamericana de Endrocinol. Inmunolog. v Quim. Afio II,
1919, pag. 113.

(3) Rewista del Instituto Bacteriolégico. Vol. 11, afio 1920, pag. 688.
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estos datos que el método no puede servir para una medicién
de la actividad del suero anticarbuncloso.

En la presente comunicacién nos ocuparemos de la propie-
dad del suero anticarbuncloso de fijar el complemento, analizan-

do el fenémeno con algtin detalle por haber hallado algunos he-
chos que a nuestro entender son curiosos y que pueden tener
aplicacién para la interpretacién de fenémenos semejantes ob-
servados con otros sueros.

LA FIJACION ‘DEL. COMPLEMENTO DEL SUERO CARBUNCLO&) EN
PRESENCIA DE UN ANTIGENO ESPECIFICO

La técnica utilizada en nuestras experiencias es la ge-
neralmente empleada para la fijacién del complemento. La dosis
de glébulos es de 1 cm.3 de una suspensién al 5 %, de sangre de
oveja, sensibilizados con 5 dosis hemoliticas ide suerg hemoli-
tico de ‘conejo contenidas en 1 cm.? de solucién fisiolégica. El
titulo hemolitico se determina con 0.05 cm.? de suero fresco de
cobaya (mezcla de tres por lo menos) haciendo la lectura des-
pués de media hora de permanencia a 37°. El volumen final de
todas las mezclas es de 8 em.? La dosis de complemento empleada
se determina cada vez poniendo en presencia de la cantidad de
antigeno que se ha elegido (entre 0.1 y 0.45 ¢m.3 de una suspen-
sién de 5000 millones de B. anthracis por cm.3), cantidades va-
riables de complemento. El volumen de esta'mezcla es de 1 cm.?
Después de permanecer a 37° por una hora se le afiaden los
glébulos sensibilizados (un c¢m.? de glébulos al 5 % mas 1 cm.?
de suero hemolitico que contiene 5 dosis hemoliticas). La dosis
de complemento que se usa es la hemolitica limite, esto es la
menor dosis que hemoliza totalmente. Es conveniente que al de-
terminar la dosis de complemento en presencia de antigeno se
lo titule también sclo, simultaneamente, para apreciar el grado
de inhibicién ejercido por el antigeno. En caso de que la diferen-
cia de titulo entre el complemento solo y en presencia de antigeno
fuera muy grande, sera prudente reducir la dosis de antigeno,
pues es mas probable que en estas condiciones no aparezcan las
acciones no especificas, aparte de que los pegueiios errores que
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se cometen en la medicién del antigeno en cada tubo influiran
menos scbre la cantidad de complemento libre.

Como antigeno se empled casi sin excepcién una suspensién
en solucién fisiolégica de B. anthracis (cepa Will), cultivado
en agar-suero por 24 horas a 37¢. La cantidad de gérmenes era
aproximadamente de 5.000 millones por cm.2?, La suspension era
preparada 2 o 3 horas antes de ser empleada.

ProTocoLo 1.

Dosis de antigeno 0.2 ¢cm.? (suspensién de 5.000 millones de

oy
. la cepa

Will).

Dosis hemolitica de complemento 1/10=0.15 cm.3

Daosis hemolitica de complemento 1/10 en presencia de an-

tigeno=0.20 cm.?

Snero | Comple- RESULTADOS
cargunc] mento | Antigeno Suaero Suero Suero
’ 1/10 533 (*) | 535 (¥) | 850 (**)
0.05 0.20 | 0.20 |g ) o 0 0
0.02 020 | 020 |F%|5|28] o 0 0
(=) . <
0.01 0.20 | 020 1z %S| O 0 pH
0.05 | 020 | 020 |SEZ15/%%F| O 0 H
: 28 5/%
0.05 0.20 — |2 |7|aE| = H H
— 020 | 020 |7 H H H

* Sangrias del 30-TV-1928,
*k Mezcla de varios sueros.

Los signos usados son: O para

pH

Y%, Y%y %

CH
H

»
>
»
>

ausencia total de hemolisis.

paca hemolisis.

Y, ¥ v ¥% de hemolisis.
hemolisis casi total.
hemolisis total.

Los suercs ensayados revelan, poseer un poder de fijacién
intenso. Comportamiento anilogo fué cbservado con todos los

Fol. V. N* 3




Julio 1928 A. SORDELLI, P. BELTRAMI Y C. HARISPE 379

sueros investigados. Hay que reconocer, sin embargo, que en
algunas ocasiones entre las decenas de ensayos realizados la fi-
jacién era muy pobre. La explicacién de este hecho se encontrara
en las paginas siguientes cuando nos ocupemos del mecanismo
del fenémeno.

II
ESPECIFICIDAD DEL FENOMENO

La fijacién del complemento por accién del suero carbun-
closo sobre un antigeno de B. anthracis es un fenémeno relati-
vamente especifico como es frecuente observar en casos seme-
jantes. Las pruebas realizadas fueron de dos tipos: 1° por ac-
¢ién de un suero carbuncloso sobre un antigeno de bacterias car-
bunclo similes y 2° por-accién de sueros diferentes, sobre la emul-
sién de B. anthracis. '

&‘ ' ProTocoLO II

Fijacion de complemento por accion de un suero carbuncloso
¥ sobre B. pseudoanthracis. (*)

Antigenos usados: emulsién de 5000 millones de gérmenes
pseudoanthracis (bacilos esporulados méviles cuyo aspecto mor-
folégico y el de sus colonias los aproximan al B. anthracis). Ra-
zas A, G, R, S.

g:“ . Emulsién de 5000 millones de carbunclo Will.
' Dosis de antigeno 0.2 cm.? (suspensién de 5000 millones).
Dosis hemolitica de complemento 1/10=0.30 c. c.

Dosis hemolitica de complemento 1/10, en presencia de anti-
geno=0.40 para los cinco antigenos.

Suero especifico N° 533. Sangx_‘ia del 30-IV-1928.

* Esta designacién no corresponde a una especie.
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Suero | Comple- % RESULTADOS
carbunc. | mento = Antig.|Antig.|Antig |Antig ‘{/“;m
533 o | & A | C | R | Z |
0.05 0.40 | 0.2 | g . H|H|H|H,|WH
0.02 0.40 | 0.2 E‘“E; & éé H|H | H|H|O
0.01 040 |02 |2 |2 %S| B | ®H | H | B |%H
0.0 | 040 (02 |SE|E|uE|® | H | H | H |%uE
0.002 | 0.40 | 0.2 % “|~#|2%| B |H|H|H|CH
0.05 0.40 | — H| H|H|H|H

- La fijacién no se observa con ninguno de los cuatro gérme-
nes usados. Es en cambio manifiesta hasta con 0.01 ¢cm.? de suero
con el antigeno de carbunclo Will.

Prot1ocoLo III

Fijacion del complemento por accién de un suero no especifico

sobre B. anthracis.

Sueros usados: antineumocéccico, antitifico, anticolérico,
preparados por inmunizacién intravenosa de caballos. Tienen,
especialmente el suero neumocéceico, la propiedad de ser muy
labiles sus globulinas por accién del agua destilada.

(a)
Dosis de antigeno 0.2 cm.? (suspension de 5000 millones de
la cepa Will). ’

Dosis hemolitica de complemento 1/10=0.20 em.?

Dosis hemolitica de complemento 1/10, en presencia de an-
tigeno=—0.20.

(**) Este comportamiento serd aclarado en paginas subsiguientes.

Vol V. N* 3
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Dosis Comple- RESULTADOS
do suero | mento | Antigeno Suero Suero Sll)lero]car-
usada 1/10 tifico | colérico _ugggoso
1
0.0 020 | 020 |Z | [z.] o 0 0
. = 2
0.02 020 | 020 [ZE|S|SF| cm CH 0
0.01 020 | 020 S~ |a| El m H 0
a 2| 5|« 3
0.0056 | 0.20 | 0.20 § <88 ® ‘H 0
—~ @
0.05 0.20 — @ & - H H H
(b)

Dosis de antigeno 0.15 em.? (suspensiéon de 5000 millones de
la cepa Will.

Dosis hemolitica de complemento 1/10—0.20 c¢m.?

Dosis hemolitica de complemento 1/10 en presencia de an-
- tigeno=0.25 cm.?

Dosi Comple- RESULTADOS
0s13 mento | Antigeno Suerv Quero |Suero car-
de suero 1/10 neumo- buncloso
c6ecico | DoTmal 850
0.05 025 | 0.15 | g - Y, H CH 0
2 z
0.02 025 | 015 |25 |5|28| = H 0
e o =
0.01 0.5 | 015 |2 .|*|%E| = H 0
0.005 | 025 | 015 |SE£|8|%%E| H H 0
S < e
0.002 | 025 | 015 (£ |~|_ &| H H 0
0.05 0.25 - |7 H H ‘H

La fijacién con sueros tifico y colérico aunque mucho menor
que la obtenida con suero especifico, es evidente y debe atribuirse
a una accién general del B. anthracts que parece facilitar la des-
trucecién del cofnplemento en presencia de ciertos sueros. No
obstante, la diferencia entre la actividad de los sueros carbun-
closos y los demés es tan grande, que la accién especifica es ma-
nifiesta.
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III

Aparicion de las propiedades fijadoras en la inmunizacion.

En comunicaciones anteriores nos ocupamos de la elevacién
del titulo aglutinante o del poder precipitante durante la in-
munizacién, como asi mismo del paralelismo entre estas pro-
piedades y el poder de proteccidén contra la infeccién experi-
mental. Es {acil de ver en dichos trabajos que la elevacidn es
muy lenta y que el maximo se alcanza a los 6 a 8 méses de co-
menzada la inmunizacién.

En el caso que nos ocupa, de la fijacién del complemento
sucede de manera distinta, pues existe un aumento rapido de la
capacidad de fijacién ya desde el comienzo de la inmunizacién.
En algunos casos y cuando aparecen los otros anticuerpos, la
fijacién es menos intensa.

ProTocoLo IV

Fijacion del complemento con sueros de distintas sangrios.

Dosis de antigeno 0.2 em.? (suspensién de 5000 millones
de la cepa Will.

Dosis hemolitica de complemento 1/10=0.15 cm.?

Dosis hemolitica de complemento 1/10, en presencia de
antigeno=0.20 cm.?

NE o RESULTADOS
2%l8g| & Suero 533 - Suera 535
gzl 3
a ° g"' = Sang.| Sang.| Sang.| Sang.| Sang. | Sang.

1S = IX-27| I-28 |IV-28|IX-27| I-28 |IV-28

<

0.05/020f020{.8 [ f=z | 0o | 0| o0 ol o | o
« . = ©

0.02]0.20 | 0.20 | S & CE £5l oo ojo]o o0

0.01]0.20{0.20 | | = *Z| o 0 0 0 0 0
o 2| e|® 5

0.005/ 0.20 [0.20 (S /< || pH | O | O | O | pH | O
5,:1 — @

005020 — |2 ™ H|®H|H| H|H|H

Si se comparan los resultados de la fijacién de la sangria
del IX - 27 con la actividad precipitante, aglutinante o protec-

. V.N° S
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tora, puede verse bien que la primera propiedad que aparece en
el suero carbuncloso es la de fijar el complemento.

Iv

Propiedad de las distintas fracciones del suero anticarbuncloso.

Ya en las comunicaciones anteriores hemos demostrado
que por medio de la dilucién con agua destilada es posible se-
parar una fraccién activa insoluble y dejar en solucién la parte
inactiva. Con el fin de averiguar si algo analogo acontecia con
la fijacién del complemento se hicieron las exveriencias pro-
tocolizadas a continuacién.

ProTOCOLO V.

Se diluyen los sueros 850 y 851 con nueve veces su volumen
de agua destilada saturada de anhidrido carbénico y el preci-
pitado se separa por centrifugaciéon. El precipitado esta cons-
tituide por globulinas y en el liquido quedan las albGminas
y las globulinas solubles (globulinas albtiminas *).

Una parte de las globulinas insolubles se disuelve en so-
-lucién fisiolégica y otra parte en suero normal.

En el cuadro siguiente las dosis de suero se refieren al vo-
ldmen del suero original.

Dosis de antigeno 0.1 ¢m.? de una suspensién de 5000 mi-
llones de carbunclo Will, .

Dosis hemolitica de complemento 1/10=0.4 cm.3 .

Dosis hemolitica de complemento 1/10, en presencia de
antigeno—0.5 cm.3

o < s
§ § 2 Suero Globulinas | Globulinas | ) 4 uiined
@ 1= @ Globulinas + elobulinag .
< %5 %J total S. normal | albiminag | 2IbUminas
w0
.8 d
é’ 3 = 850 8bH1 | 850 851 | 860 851 850 851 | 850 831
g m
o «w
005/ 05|01 | &~/ 25S|0 O|H HI|,H L,H O 0|0 O
SEIT| &8
81|52
002/ 05|01 |&~|5 %2 O O|H H/H H|O 0|0 O
sl || %G
0.05/05| — |gg|5/85|H H|H H{H H|H H|H H
= [~}
A=
0

(*) A estas globulinas albiminas solubles se les afiade ClNa hasta con-
centraciéon de 9 o/oo.
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|

|

Las globulinas insolubles no tienen ninguna actividad. |

Mezcladas con suero normal su poder de fijacién es muy peque- |

fio en comparacién con el suero total. Las albuminas y globulinas i

solubles tienen la propiedad de sensibilizar el antigeno y lo
conservan si se le afiade la fraccién de globulinas insolubles.

Las globulinas insolubles en agua destilada que contienen }z
los anticuerpos precipitantes aglutinantes y protectores, carecen ]
de actividad sensibilizante; por el contrario, las albtminas y )
globulinas solubles que no precipitan, no aglutinan ni protejen,
tienen toda la actividad sensibilizante.

Ya desde los comienzos de la inmunizacién es dable obser-
var esta propiedad de las albiiminas y globulinas solubles (ver f
protocolo siguiente). ‘ |

ProToCOLO VL.

Se fraccionan con agua destilada sueros obtenidos en dis- ,
tintas épocas de la inmunizacién.
Dosis de antigeno de 0.2 cm.? de 5000 millones por cm.?
(Will). ' 1
Dosgis de complemento 1/10=0.20 c¢m.? _ A |‘ﬁ

SUERO 633 SUERO 535 : ;

[
° = b
§ : 3 Sangria IX-27 | Sangria IV-28 | Sangrfa IX-27 | Sangria IV-28
-« |25 P— P P— pa—
s 1g|E = B2l < (B2l 5 |E5| - |5z ‘
g2 | 2|4 2 '5»5 £ ghé £ .'EHE £ |H3 i
8 |2 s |Bz| = |E2|l & |25 " |22 :
D 4 % 4 < < i
0.05 o.z}o.zg o|lojlojo|o|oO0O]|]oO|oO ;
80 | o R ’
0.02 0.20.253/68l o | 0o [0 [0 |0 |0 | 0] O |
‘% sleo N
0.01 0.2].02‘;;3 g:{ag 0 o 0 o O | pH | O 0
0.0050.20.252/ %85| pH ([pH | O | 0 [ O | H ] O | O
[=3 =l
0.05 0.2 |® H|H )| H|H|H| H| H:|H

\4

En la pagina 380 puede verse que la fijacién del comple-
mento es mas intensa con una dosis intermedia de suero que con ;
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las dosis mayores o menores. Este hecho fué observado mu-
chas veces, cuando usabamos sueros de animales muy inmuni-
zados. Es como se sabe un fenémeno conocido y suele designar-
se con el nombre de fenémeno de Wechsberg Neisser y cuya
interpretacién es facil si se recuerda la naturaleza coloidal de
los cuerpos que intervienen en la reaccidén.

A continuacién se transcriben tres protocolos que ilustran

esta caracteristica.

ProTocoLo VII.

Dosis de antigeno 0.15; suspensién de 5000 millones de
cepa Will,

Dosis hemolitica de complemento 1/10, en presencia de an-
tigeno=0.40 cm.3

(a)
Suero 850 (Complemento Antigeno Resultados
i 1/10
0.05 0.40 0.15 % H
0.02 0.40 0.15 % H
0.01 0.40 0.15 13 H
0.005 0.40 0.15 % H
0.002 - 0.40 0.15 H
0.001 0.40 0.15 H
0.0005 0.40 0.15 H
0.0002 0.40 0.15 H
0.05 0.40 — H
(b)

Dosis de antigeno 0.45 (suspensién de 5000 millones de
cepa Will.

Dosis hemolitica de complemento 1/10, en presencia de
antigeno=0.60 cm.?
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Suero 850 Comﬁyl/e]rgento Antigeno Resultados
0.05 0.60 0.45 3 H
0.02 0.60 0.45 pH
0.01 0.60 0.45 0
0.005 0.60 0.45 0
0.002 . 0.60 0.45 % H
0.001 0.60 0.45 % H
0.0005 0.60 0.45 v H
0.0002 0.60 0.45 34 H
0.05 0.60 H
(c)

Dosis de antigeno 0.15 em.? (suspensién de 5000 millones
cepa Will). '

Dosis hemolitica de complemento 1/10, en presencia de an-
tigeno=0.25 cm.3 :

Suero 850 COI’?‘IIIYI/EII‘(K)ICHtO Antigeno Resultados
0.05 0.25 0.15 . O
0.02 0.25 . 0.15 0O
0.01 0.25 0.15 o}
0.005 0.25 0.15 0]
0.002 0.25 0.15 0]
0.05 0.25 ' H

La observacién de los dos primeros protocolos revela que
la fijaci6én tiene un méaximo con una dosis intermedia. En cam-
bio en el tercero la fijaciéon es total en todos los tubos y no apa-
rece el fenémeno de Wechsberg Neisser. No es dificil sin em-
bargo que con dosis superiores o inferiores a las usadas. este
hubiera aparecido. Llama la atencién si se comparan los tres
protocolos entre si, 1a diferencia grande de actividad que revela
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el mismo suero. Parece que variara mucho la capacidad anti-
génica de la suspensién de B. anthracis.

Cuando se sustituye el suero total por la fraccién globuli-
nas albtiminas solubles en agua destilada, el fenémeno de
Wechsberg Neisser no aparece. Ademas la fijacién se hace sin
excepcién mucho mas intensa como puede verse en el protocolo
siguiente.

ProtocorLo VIII.

Se fracciona el suero por agua destilada v se investiga la
capacidad de fijacién del suero total y de la fraccién glob:ulinas
albliiminas con el antigeno total usado en todos los otros experi-
mentos y ademas con el liguido separado de los cuerpos hacte-
rianos, que contienen, como ya se ha probado en un trabajo
anterior, sustancias especificas del B. anthracis.

Dosis de antigeno total 0.1 cm.? (suspensién de 5000 mi-
llones de cepa Will), y 0.1 cm.? del liguido scbrenadante sin
bacilos.

Dosis hemolitica de complemento 1/10 en presencia de an-
tigeno=0.20 cm.? para ambos.

e SUERO 850 SURRO 851

v

‘3 = | Globuli albt- I Globulinas alba-

w gﬁ Swero 850 Omll?nlﬂnsﬂSSBPlO : Suero 8§51 mina 851

’g g Antigeno Antigeno Antigeno | Antigeno

G | o .

S Total S%I;I]&%&T Total S%&‘;ﬁ?’ Total S%%‘:g;“‘_ Total Sof});;&u-
0.05 0.1 H H 0] 0] H H 0} 6]
0.02 | 0.1 |8 H| Y} H| O 0 CH| H o| o
'0.01 0.1 Y, H H O O 8, H H (0] 0
0.05 | — H H H H H H H H

Las globulinas insolubles no tienen accién alguna.

Si a la fraccién globulinas albimina se le agrega la frac-
cién de globulinas insolubles, la fijacién del complemento se
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hace practicamente igual a la del suero total. Es decir, que los
anticuerpos precipitantes o aglutinantes impiden o dificultan
la fijacién del complemento, y es facil observar que cuando los
antigenos estin aglutinados por el suero carbuncloso fijan me-
nos el complemento.

Los protocolos siguientes revelan de una manera clara la
influencia de los anticuerpos aglutinantes, siendo dado obser-
var o que a medida que aumenta la dosis de globulinas agluti-
nantes, la misma dosis de anticuerpos sensibilizantes (globuli-
nas albiminas solubles) tienen menos actividad, o que fijada
la dosis de anticuerpos aglutinantes la actividad de la fraccién
globulinas albuminas solubles (anticuerpos sensibilizantes) es
proporcional a la cantidad usada (falta el fenémeno de Wechs-
berg Neisser) o que la variacién simultanea y en el mismo gra-
do de ambos anticuerpos hace aparecgr la zona de méaxima fi-
jacion (fenémeno de Wechsberg Neisser). Los testigos revelan
que el suero fotal presenta el fenémepo zonal, las globulinas
albiminas solubles dan el maximo de fijacién y las globulinas
insolubles carecen de poder fijador.

La adicién de lag globulinas insolubles a las globulinas albi-
minas en la misma proporcién que: el suero, permite obtener
una mezcla de propiedades casi idénticas al suero primitivo.
Las euglobulinas del suero neumocdccico carecen de actividad.
Se trata, pues, de la accién especifica ejercida por los anticuer-
pos aglutinantes o precipitantes contenidos en las globulinas
insolubles.

ProTocorLo IX.

Dosis de antigeno 0.2 em.? de una emulsiéon de 5000 millo-
nes de cepa Will. .

Dosis hemolitica de complemento 1/10, en presehcia de an-
tigeno = 0.20.

Las dosis de globulinas insolubles o de globulinas albtimi-
nas se refieren a volimenes del suero original en que estan
contenidas dichas substancias.
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(a)

Dosis de glo- Dosis de glg—

L)gilli]%?ss Il)nuilxizz‘s (ésﬂo]?&: Complemen- Antigeno Resultados

TTHoO bles en to 1/10

2 H,0)

0.005 0.05 0.2 02 0
0.005 0.02 0.2 0.2 0
0.005 0.01 0.2 0.2 pH
0.005 0.005 0.2 0.2 4 H
0.005 0.002 0.2 0.2 % H
0.005 0.05 0.2 — H
0.01 0.05 0.2 0.2 0
0.01 0.02 0.2 0.2 pH
0.01 0.01. 0.2 0.2 % H
0.01 0.005 0.2 0.2 % H
0.01 0.002 0.2 0.2 H
0.01 0.05 0.2 — H
. 2
0.02 0.05 0.2 0.2 % H
0.02 0.02 0.2 0.2 % H
0.02 0.01 0.2 0.2 % H
0.02 0.005 0.2 0.2 % H
0.02 0.002 0.2 0.2 CH
0.02 0.05 0.2 — H
0.05 0.05 0.2 0.2 % H
0.05 0.02 0.2 0.2 % H
0.05 0.01 0.2 0.2 CH -
0.05 0.005 0.2 0.2 CH
0.05 0.002 0.2 0.2 CH
0.05 0.05 0.2 — H
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(b)

LLAS SENSIBILIZATRICES DEL SUERO ANTICARBUNCLOSO.

Ordenando los mismos datos de manera distinta es més fa-
cil ver la disminucién de actividad de la misma dosis de globu-
lina albtimina a medida que se aumenta la dosis de globulinas

insoluble en agua.

Dosis de globulinas
. albiminas (solubles

Dosis de glbbulinas

(insolubles en agua)

Resultados

en agua)
0.05 0.005 Ne
0.05 0.010 o

- 0.05 0.02 % H
0.05 0.05 ¥% H
0.02 0.005 o
0.02 0.01 pH
0.02 0.02 »w H
0.02 0.05 32 H
0.01 - 0.005 % H
0.01 0.01 42 H
0.01 0.02 % H
0.01 0.05 CH

(c¢)

Del mismo cuadro (a) se puede deducir gue el fenémeno
zonal existe si se toman las mismas dosis de globulinas y glo-
bulinas albiminas que corresponden al suero original.

Dosis de globul'nas |

Dosis de globulinas

albt’lm“i;ll{azl . u( :t))lubleg (insolubles en agua) Resultados
0.05 0.05 % H
0.02 0.02 ¥» H
0.01 0.01 % H
0.005 0.005 v H

Vol V. N*°

-
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4

TESTIGOS

(d)
. . , | Globulinas albii-
Dosis | Suero | Globulinas| Globulinas Globulinas albé-| .o (solubles)
albiminas minas_(solubles) + globulinas
de suero 850 insolubles | + globulimas (insoblubles) Sue-
i (solubles} (insolubles) 2
ro neumocdecicn.
0.05 % H (0] H CH . (6]
0.02  H o H Y Y% H (¢}
0.01 pH O H pH O
0.005 pH (0] H pH (0]
0.002 % H pH H pH pH
0.05 H| H H H H (testigo)

La interpretacién de estos fenémenos es en cierto modo
simple, pues basta admitir que el antigeno se modifica por los
anticuerpos aglutinantes y precipitantes y pierde su actividad
para fijar las sensibilizatrices y por consecuencia el comple-
mento. Esta hipétesis estd apoyada por el hecho observado
siempre, que en los casos en que hay aglutinacién la fijacién
del complemento ha presentado el fenémeno zonal.

Algunos experimentos realizados con el fin de averiguar
si esta hipétesis puede ser apoyada en nuevos hechos, nos per-
mitieron hallar una nueva modalidad del fenémeno de fijacién
gue juzgamos interesante. Es un hecho conocido (Sachs), que
cuando un antigeno tiene la propiedad de ser aglutinado o pre-
ci~p‘i-ta,do, la fijacién del complemento por accién de las sensibi-
lizatrices es menos intensa cuando el complemento se encuentra
en presencia del antigeno aglutinado. Son los “copos” del precipi-
tado en estado naciente los que tienen la propiedad de absorber-
lo, con mas intensidad.

Algo semejante fué encontrado para el caso del suero car-
buncloso y el B. anthracis, como puede verse por los resultados
consignados en el protocolo siguiente.

ProTocoLo X.

Dosis de antigeno 0.15 cm.3 (suépensién de 5000 millones
de bacilos de cepa Will.
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Dosis hemolitica de complemento 1/10, en presencia de
antigeno=0.15 cm.?

Serie (a)
»

Se distribuye primeramente el suero, luego se agrega la
solucion fisiolégica y por Gltimo se agrega una mezcla de anti-
geno y complemento en la proporciéon de 0.15 y 0.25 cm.? de

cada uno.

Vol. V. N° 3

Dosis de suero

Suero 850

Globulinas insolubles

Globulinas albdmi-

nas (solubles)

0.05

0.02

0.01

0.005

0.002

0.05 Control

o © O O O

asiiy o i celiit s S o s Y

Serie (b)

T O O O O ©

Se distribuye primeramente el suero, y luego se agrega el
antigeno y la solucién fisiolégica. La mezcla permanece a tem-
peratura ambiente durante 1 hora y luego se agrega 1 dosis he-
molitica de complemento. '

Dosis de suero Suero 850 (1) Globulinas (insoln- | Globulinas albimi-

) bles). nas (solubles) - (2)
0.05 H H ) 0
0.02 3 H H 0
0.01 % H H 0O
0.005 % H H O
0.002 3 H H o
0.05 H H H

(1) Hay aglutinacién.
(2) No hay aglutinacién.
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Serie (¢)

Se distribuyen primero las globulinas (insolubles) del sue-
ro 850 y luego se agrega el antigeno y la solucién fisiolégica.
Al cabo de una hora se afiaden las globulinas albiiminas (solu-
bles) del suero 850 y el complemento.

Globulinas (insolu- Antigeno Globulinas albtimi- Resultados
bles) nas (solubles) i

0.05 0.15 ¢.05 v -CH
0.02 0.15 0.02 i

0.01 0.15 0.01 o
0.005 018 0.005 % H
0.002 0.15 0.002 % H
0.05 R - . H

Los resultados de este experimento son muy semejantes a
los de la primera columna (suero 850) de la serie (b).

Influye pues de una manera primordial la alteracién del

antigeno por accién de los anticuerpos contenidos en las globu-
linas insolubles.

- De los protocolos anteriores fluye como consecuencia de im-
portancia practica para los casos semejantes al que nos ocupa, en
que se investiguen sensibilizatrices, la de que el orden de adi-
cién de los elementos en la reaccién de fijacién sea tal qire
el antigeno se encuentre en presencia de la sensibilizatriz’ cuan-
do ya haya complemento.

En la investigaciéon de hechos relacionados con este proble-
ma hemos-podido observar que atn en los casos que las sensi-
bilizatrices se encuentren practicamente libres de anticuerpos
coagulantes existe una diferencia entre la fijacién del comple-
mento segiin el orden de adicién de los elementos.

En el protocolo (XI) se han'hec'ho dos series de ensayos,

-con dosis diferentes de antigeno. En cada uno de éstos se ha

investigado la fijacion del complemento, ya anadiendo el com-
plemento después que el antigeno y los anticuerpos hubieron
permanecido en contacto por una hora, ya afiadiendo simulta-
neamente el antigeno y el complemento.
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ProTocoLo XI

En los resultados figuran dos columnas. La primera (A.
C.) corresponde a las experiencias en que se ha ahadido el : .
complemento después que el antigeno ha permanecido en con-
tacto con el anticuerpo durante 1 hora a T ambiente; la segunda

(C. A)) alas que se han agregado conjuntamente complemento
y antigeno. ‘

a). Dosis de antigeno‘0.15 cm.? de una emulsién de 5000 mi- ’ 51
llories de bacilos (cepa Will).

Globulinas  albiminas
Dosis de Suero 850 (solubles)
e AC | CA | AcC | CA
0.05 C. H. % H o} 0
0.02 . % H ¥ H 0] O
0.0l % H % H v H o)
0.005 C. H. % H % o % H
0.002 H H C. H 34 H
0.001 H H H C. M
0.0005 H H H C. H “
0.0002 H H H C. H
0.05 Control H H H H

b) . Dosis de antigeno 0.45 cm.? de una emulsién de 5000 mi-
llones de bacilos (cepa Will).

Globulinas albiiminas
Dosis de Suero 850 (solubles)
e AC | A | ac | cCaA
0.05 C. H. % H o) 0
0.02 ¥% H pH 0 0
0.01 % H 0 H o
0.005 5 H Ko H o)
0.002- s H % H H pH
0.001 % H % H H % H
0.0005 C. H. % H H % H
0.0002 H 3 H H ¥ H
0.05 Control H H H H




) Julio 1928 A. SORDELLI, P. BELTRAMI Y C. HARISPE 395

VI

Los anticuerpos de fijacién tienen las caracteristicas de
una sensibilizatriz? i

ROt i P I
»

Los anticuerpos de fijacién tienen casi sin excepcién la
propiedad de sensibilizar al antigeno y suelen ser bautizados
v ya como sensibilizatrices o amboceptores. Era légico esperar
que los anticuerpos fijadores del suero anticarbuncloso tuvieran
esa propiedad.
Se investigd si los anticuerpos de fijacién del suero eran
absorbidos por una emulsién de B. anthracis y si el antigeno
asi tratado tenia la propiedad de fijar el complemento.

Se emplea una emulsién de 5000 millones de bacilos (cepa
Will), el suero 850 y la fraccién globulinas albiminas (solubles).

. Solucién
Suero Dosis Antigeno A 37°
) Fisiolbgica
850 1 ecm.3-1/10 4 cm.3 -0 cm3 2 horas Y
. > 1 cm3 1/10 0 cm3 4 c¢m.3 2 horas 2)
p Globulinas
albiminas | 1 cm.3 1/10 4 cm3 0 cm.3 2 horas 3)
Globulinas .‘5
. A albiminas | 1 ¢cm.3 1/10 0 cm.3 4 cm.3 2 horas & 4)
Suero e
Normal 1 em3 1/10 4 cm.3 0 cm.3 2 horas -E' (5)
L)
Suero : ©
Normal 1 cm.3 1/10 4 cm.3 0 cm.3 0 horas (6)
Suero .
Normal 1 ecm.3 1/10 0 cm.3 4 c¢m.3 2 horas (7)
— —- 4 cm.B 1 cm.3 0 horas (8)

. Las mezclas indicadas méis arriba se dejan incubar a 37°
. v luego se centrifugan,

Como dosis de complemento se usa la dosis minima en pre-
sencia de 0.2 em.? de antigeno.

¢ El titulo del complemento es verificado nuevamente con
los-liquidos 6 y 8. La reaccién principal se hace con los liquidos
sobrenadantes 1, 2, 3, 4, 5 y 7, afiadiendo 0.2 de antigeno y la
dosis hemolitica del complemento.
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Dosis de -
quidos sobre- (D 2) (3) (4) (5) )

nadante.

0.5 0 ¥% H 0 pH H H

0.2 ¥ H CH “H | %H | H H

0.1 CH CH CH H H H

Comparando los resultados de las columnas 1 y 2, llama
la atencién que el poder de fijacién del suero sea mayor des-
pués de haber sido absorbido por B. anthracts. Igual hecho su-
cede con los resultados de las columnas 3 y 4.

Parece que el B. anthracis absorbiera solo los anticuerpos
coagulantes que son los que dificultan la fijacién del comple-
mento v que las sensibilizatrices quedaran en libertad.

Otrcs experimentos permitieroﬂ’ establecer que si se ponen
en contacto B. anthracis con suero especifico el sedimento de
B. anthracis no tiene la propiedad de fijar el complemento, y
en el liguido sobrenadante quedan los anticuerpos-fijadores.

RESUMEN

El suerc anticarbuncloso obtenido por inmunizacién de ca-

. ballcs por via venosa con B. anthracis capsulados y virulentos,

tiene la propiedad de fijar el complemento en presencia de un

antigeno especifico. E1 fenémeno tiene caracteres de especifi-

.cidad como lo comprueban la inactividad del suero carbunclo-

so con antigenos distintos de B. anthracis o del B. anthracis en
presencia de sueros inmunes distintos del anticarbuncloso.

La propiedad sensibilizante aparece mucho mas precozmen-
te que. las de precipitar, aglutinar o proteger animales contra
la infeccién carbunclosa.

La dilucién con agua destilada permite fraccionar al suero
en dos partes, una de globulinas insolubles y otra constituida por
las globulinas, y las albiminas solubles.

La fraccién globulinas albiminas tiene la propiedad de
fijar el complemento mientras las globulinas insolubles care-

cen por completo de actividad. Recordaremos que éstas contie-




Julio 1928 A. SORDELLI, P. BELTRAMI Y C. HARISPE 397

nen todas las precipitinas, aglutininas y anticuerpos protecto-
res. Esta propiedad y la rapidez con que la capacidad de fija-
cién aparece durante la inmunizacién, revelan que las sensibi-

. lizatrices no pueden ser un indice de la actividad del suero car-
buncloso. ‘

Es frecuente observar que las dosis intermedias del suero
carbuncloso fijan con mayor intensidad el complemento, que
las mayores o menores. Este fenomeno se presenta solamente
cuando hay anticuerpos aglutinantes y precipitantes. Con las
globulinas albtiminas sclubles el fenémeno no aparece.

Las aglutininas y precipitinas no solo hacen aparecer el
fenémeno de fijacién zonal, sindé que reducen considerablemen-
te la capacidad fijadora de las globulinas albl’lmin‘as solubles,
Si la cantidad de globulinas insolubles es muy grande las pro-
piedades fijadoras pueden desaparecer.

Este fenémeno puede ser explicado por la alteracién del
antigeno debido a la aceidén de las precipitinas y las aglutininas.
Ademas puede observarse que si se deja el antigeno en presen-
cia de los anticuerpos por un tiempo largo, la fijacién del com-
, plemento es mucho mas débil que si la mezcla de antigeno y

anticuerpo se hace simultaneamente con el complemento.

En los experimentos de absorciéon parece que los anticuer-
pos coagulantes solamente fueran fijados mientras que las
sensibilizatrices quedan en libertad. Se puede establecer ade-
mas que los B. anthracis digeridos con suero especifico, no que-
dan sensibilizados.

CONCLUSIONES

1. El suero preparado por inmunizacién de caballos por via
venosa con B. anthracis virulentos y capsulados es capaz de fi-
jar especificamente el complemento.

2. La aparicién de esta propiedad es muy prematura y
precede a la de los demas anticuerpos.

8. Las globulinas albtiminas sclubles en agua destilada
“ contienen las substancias que fijan el complemento. Las globu-
linas insolubles carecen de la propiedad fijadora. Es sabido
que estas globulinas contienen las precipitinas y las aglutininas
y los anticuerpnos protectores.
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4. Es frecuente observar con el suero total el fenémeno de
fijacién zonal (Wechsberg y Neisser). Las globulinas albtimi-
nas solubles fijan en proporcién de la cantidad presente. Las
globulinas insolubles (conteniendo los anticuerpos coagulan-
tes) hacen apararecer el fenémeno zonal y reducen la capaci-
dad fijadora de las globulinas albiminas solubles.

5. Las sustancias fijadoras no tienen las propiedades de
las sensibilizatrices, pues no se fijan sobre el antigeno ni el an-
tigeno se sensibiliza por accién del suero especifico ni de su
fraccion de globulinas albtiiminas solubles.

) 6. La fijacién del complemento es mayor si se ponen si-
pi : . multaneamente en presencia antigeno, suero y complemento que
si se deja sensibilizar el antigeno previamente.

7. El fenémeno de fijacién debe ser interpretado como obe-
deciendo a un mecanismo especifico pero distinto del aceptado
corrientemente para los anticuerpos designados como ambocep-
tores o sensibilizatrices.




