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INTRODUCCION

El contacto de "bovinos con Brucella abortus ya sea por

vacunación o infección, despierta mecanismos inmunológicos humora 

les y mediados por células.

Sin embargo, trabajando con la cepa 19 de este microor

ganismo, no se ha podido demostrar correlación en la evolución de 

ambas respuestas (1 - 3).

Es conocido el hecho que la Brucella abortus tiene la - 

propiedad de sobrevivir y replicarse en el citoplasma de células- 

fagocíticas (4, 5), estando en esas condiciones resguardada de — 

los anticuerpos humorales.

La eliminación de esas bacterias requiere participación 

de linfocitos dependientes del timo (linfocitos T) que segregan u 

na variedad de factores no - inmunoglobulínicos llamados linfoki-
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nas (6/ 7).

Esto, de ningún modo significa que la inmunidad humoral 

no juegue un rol activo en distintos mecanismos de agresión a Bru 

celias.

Así, Cunningham (10) reporta que la transferencia de an 

tiouerpos calostrales protegen a terneros expuestos a Brucella a- 

bortus al nacimiento (secreciones uterinas) y posteriormente ali

mentados con leches infectadas. Observa que los anticuerpos mater 

nos protegen al 8^ de los temeros en experimentación.

Trabajos previos indicaban que la transferencia pasiva- 

de sueros de animales inmunes a Brucella abortus no confería inmu 

nidad a animales adultos normales ni detenía la infección en bovi 

nos enfermos (8, 9).

Más recientemente, Bascoul y colaboradores, muestran — 

que la administración de sueros inmunes puede inhibir el desarro- 

llo de Brucellas dentro de un organismo (11). Confirmando protec

ción a ratones no inmunes contra brucelosis experimental.

Con respecto a la clase de inmunoglobulinas que apare

cen en suero como consecuencia de la vacunación o de una infec

ción se han realizado numerosos estudios.

La vacunación con cepa 19 en bovinos induce la formación 

de Ig M a los cinco días, alcanzando su máximo nivel a los trece- 

días. Anticuerpos de la clase Ig G aparecen más tarde haciendo un 

pico a los 28-42 días.
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El nivel de la Ig M declina aunque no siempre desapare

ce, mientras que la Ig G disminuye temprano.

Tanto en el hombre como en los animales, la infección - 

natural va seguida de la aparición de Ig M e Ig G, pero contraria, 

mente a lo que sucede después de la vacunación, desciende única

mente la concentración de la Ig M (12),

Beh (13) demuestra que muchos de los anticuerpos anti - 

Brucella abortus que aparecían en suero siguiendo la vacunación - 

de vacas y terneras con cepa 19 pertenecía a las clases Ig II e — 

Ig G^ • En terneras los niveles de anticuerpos de la clase Ig M - 

se incrementaban rápidamente después de la vacunación llegando a- 
un pico máximo entre los días 14-16 • En contraste los anticuerpos 

de tipo Ig (^ se elevaban más lentamente llegando a valores picos 

entre 16 y 32 días. En animales adultos esos picos de anticuerpos 

fueron menos pronunciados.

En animales adultos y terneros los anticuerpos anti Bru 

celia abortus asociados a Ig Q^ fueron producidos en menor canti

dad.

Beh encuentra en vacas clasificadas serológicamente co

po infectadas, que la mayoría de los anticuerpos séricos fueron - 

ele I4 clase Ig G^ , con pequeñas cantidades presentes de Ig M.

Beh (14) por un lado y Patterson y colaboradores (15) - 

por otro, encuentran que la actividad fijadora del complemento — 

del suero está asociada con la Ig G e Ig M, estando ausente en — 
1
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la Ig G2 .

La actividad, aglutinante se encontró asociada a las --- 

tres clases de inmunoglobulinas s Ig M | Ig G^ e Ig G2 •

En suero de animales infectados se han detectado anti

cuerpos precipitantes que reaccionan con antígenos diferentes a a 

quellos que lo hacen con los aglutinantes (44)*

El suero de personas y animales brucelosos suelen mos— 

trar reacciones de aglutinación negativa, debida a anticuerpos — 

existentes en él, que bloquean al antígeno e impiden la aglutina

ción^

La presencia de esos anticuerpos bloqueadores ha sido - 

señalada por varios autores, entre ellos Taylor y Lisboune, quie

nes en 1935, l°s llamaron •’sustancias inhibidoras" de la aglutina 

ción*

Grffits demostró que pueden existir en personas LrucelÓ 

sicas donde el serodiagnóstico es negativo (16)*

En el año 1945 Coombs (1J) describe la prueba que lle

va su nombre para detectar la presencia en suero de esos anticuer 

pos y fue aplicada por otros investigadores en el diagnóstico de- 

la brpucelosis en el hombre y Iba animales (18 - 22).

Porget y Borduaja (23) hallaron anticuerpos coaglutinan— 

tes en suero de pollos inoculados repetidamente con Brucella abor 

tus cepa 19* Esos sueros, inyectados .a. pollos pequeños previo a -

18



las bacterias vivas, provocaron un incremento en la proliferación 

de los gérmenes en el bazo*

Me Cuctchan y colaboradores observaron un incremento de 

anticuerpos con actividad bloqueante en infecciones a gonococos — 

(24)-;

También fue hallado este tipo de anticuerpos en humanos 

con Tripanosomiasis americana (25) y en ratas infectadas experi— 

mentalmente con Trichinellas spiralis (26).

En animales estimulados repetitivamente con antígenos - 

solubles, aparece un tipo de anticuerpo, qu# si bien se puede ha

llar en los precipitados antígeno anticuerpo, es incapaz de produ 

cir lía precipitación por sí solo.

Heidelberger y Kendall (34) en 1935 fueron los primeros 

en describir en sueros precipitantes de conejos ese tipo de anti- 

cuerpos.

Por no producir la precipitación por sí solos pero co— 

precipitar sobre los complejos antígeno *• anticuerpos, fueron lia 

nadog co-precipitantes y considerados univalentes para justificar 

su comportamiento de acuerdo a la teoría de la precipitación en - 

enrejado (35)*

Fiset (36), trabajando en zona de equivalencia con anti 

cuerpos de conejo anti seroalbúmina bobina y anti ovoalbúmina, ha 

11Ó que al ir reemplazando partes crecientes de anticuerpos preci 

pitantes por su homólogo coprecipitante, la masa de precipitado -
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obtenido al incubarlos con el antígeno correspondiente iba decre

ciendo a medida que crecía la relación anticuerpo coprecipitante/ 

anticuerpo precipitante, pero siempre la cantidad de precipitado- 

era mayor a la obtenida sin agregar la dosis de oo-precipitante.- 

Esto está diciendo que estos anticuerpos se unen al antígeno espe 

cífico y coprecipitan, pero no son capaces de iniciar la precipi

tación.

Con respecto a la imposibilidad de los anticuerpos no - 

precipitantes de iniciar y producir la precipitación del antígeno 

se elaboraron distintas hipótesis para explicarlas

a) los anticuerpos no precipitantes serían hemimolécu— 

las*

b) Poseerían un nímero mayor de puentes disulfuto entre 

las cadenas H (pesadas), de manera de restar flexibilidad a la mo 

lécula, dificultando la unión a up segundo grupo antigénico.

c) Tendría muy baja afinidad por el antígeno y se ela

boraría al comienzo de la inmunización*

d) Los fragmentos Fe de estos anticuerpos tendrían car

ga qpe causaría repulsión y dificultaría la precipitación.

En 1972, Margni y Binaghi aportaron argumentos que dese 

chan esas posibilidades (33). Así, trabajando con poblaciones pu

rificadas de anticuerpos precipitantes y co—precipitantes de cone 

jo cpn especifidad para ovoalbúmina y W, demostraron identidad- 

entre ellos y con Ig G normal de conejo, mediante inmunoelectrofo 

resis e inmunodifusión radial.
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Empleando anticuerpos co-precipitantes de conejo marca- 

125
dos Qon I demuestran que el tamaño molecular es el mismo que - 

el de la Ig G normal, como quedó demostrado al coincidir el pico- 

eluído de Sephadex G — 200 determinado por medida de la densidad- 

óptica (DO) a 28o nm y por medida de radioactividad*

Una baja afinidad por el antígeno queda desechada luego

de estudios de la medida de K^ (constante de asociación intrínse

ca promedio) por equilibrio de diálisis con coprecipitantes Ig G

e Ig G2 de cobayo (37)*

El fragmento F (ab* )^ de anticuerpos coprecipitantes - 

no produjo precipitación con el antígeno, con lo cual también se- 

descarta la participación de Fe en ese impedimento*

Utilizando Ig G^ oopreoipitante de oveja, se determinó— 

que la valencia de esos anticuerpos es dos, con distinta afinidad 

de combinación por el antígeno (38)*

¡ En cambio, con Ig G^ precipitante se demuestra la pre— 

senefa de dos sitios de combinación de igual afinidad.

Todo esto habla de la presencia de un sitio de combina

ción de alta y otro de baja afinidad en la molécula de estos anti 

cuerpos*

En cuanto a sus propiedades biológicas, las Ig G preci

pitantes y coprecipitantes de conejo se mostraron capaces de des

encadenar anafilaxia cutanea pasiva en cobayo, a pesar que la do® 

Si? mínima requerida de oopreoipitante fue mayor (33). Sólo la de
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tipo precipitante fijó complemento.

En equinos inoculados con DNP - gammaglobulins humanar

se aislaron y purificaron anticuerpos precipitantes y coprecipi— 

tantee correspondientes a tres de las sub-clases de Ig G (ig G , 
a 

le % e ib ao) (39).

Ambos tipos de anticuerpos, precipitantes y coprecipi— 

tantea, de conejo, cobayo y oveja, con especifidad a ONP, fueron— 

ensayados en su capacidad par» mediar citotoxicidad (51)» Emplean 

do como células blanco glóbulos rojos de esas tres especies, dini^ 

51 
trofenolados y marcados con Cr, como células efectoras linfoci- 

tos periféricos, los anticuerpos precipitantes y coprecipitantes- 

de las diferentes especies mostraron capacidad para mediar citoto 

xicidad siempre que no existiera homología entre células efecto- 

ras y anticuerpos»

En lo que a fagocitosis atañe, únicamente los anticuer

pos precipitantes favorecen la depuración sanguínea de antígeno,- 

►alendo inefectivos loe coprecipitantes •

En trabajos realizados en nuestro laboratorio con cone

jos estimulados repetitivamente con antígenos particulados T-de— 

pendientes (Salmonella typhimurium), se ha demostrado que se sin

tetizan anticuerpos aglutinantes y coaglutinantes contra el anti- 

freno. (41)

Los anticuerpos aglutinantes y no aglutinantes fueron - 

de la clase Ig G. Los estudios de filtración por ge leu demuestran
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que cintos anticuerpos tienen el ñisñil taraaiio molecular, lo que — 

descarta la posibilidad de que los anticuerpos que no aglutinan - 

pudieran ser homimolóculas univalentes.

Con respecto a la. capacidad, do activar el complemento, — 

los anticuerpos coaglutinantes se mostraron inefectivos, mientras 

que los aglutinantes lo hicieron*

Los ensayos sobre fagocitosis" mostraron marcadas dife

rencias éntre los dos tipos dé anticuerpos* Los aglutinantes favo 

rociaron la depuración antigénica, mientras que los coaglutinmu

tes no indujeron esta depuración o lo hicieron en menor grado*

Ln ensayos de protección en ratón, los anticuerpos no a 

glutinantes requirieron dosis superiores a la de los anticuerpos- 

aglutinantes para ejercer un efecto equivalente (42).

pocos autores so lian ocupado del estudio de los necanis 

ros humorales de inmunidad en brucelosis bovina, otorgándole aten 

ción e importancia sólo a nivel diagnóstico, no habiéndose rodi- 

sado hasta el momento trabajos sobre los anticuerpos conglutinan

tes producidos con intención de di j acidar su comportamiento bioló 

gis o in vivo e in vitro, rasón por la cual lo abordaremos en esta 

tesis•

Considerando el comportamiento particular de los anti— 

cuerpos coeglutinontes aislados i o conejos estimule;7os repeti

ción con un antígeno part i enlodo, ineficacia, en el ¿rvoroci--  

miento de la fagocitosis, en la fijación y activación del comple

mento, en la protección del huésped a la infección cuporimental,-
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y el bocho ó.e haberse cíenos orarlo su presencia en sueros ele pacien 

tes con parasitosis crónicas (chacas, triquinosis), y bacterianas 

(bmcelosis, gonococcia), este trabajo estudia el comportamiento— 

biológico e inmunoquímico de anticuerpos coaglutinantes produci

dos por bovinos inyectados repetitivamente con Brucella abortus — 

cepa. 19 y de aquellos obtenidos do casos de animales infectados - 

en forma natural, con el fin de tratar de interpretar el papel — 

que podrían tener en loo mecanismos do iniciación y/o establecí— 

miento do la cronicidad de la enfermedad.

El trabajo se realisó en el laboratorio de Inmunoquíini- 

ca (instituto de Biología) dependiente de la Universidad nacional 

del Centro de la Provincia de Buenos Aires.

Los animales de experimentación fueron cedidos por la — 

Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del- 

Centro de la Provincia de Buenos Aires.

So contó con la ayuda económica proveniente de subsi— 

dios de la Comisión de Investigaciones Científicas de la -'rovin— 

cia de Buenos /tiros.
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MATERIALES Y METODOS

Antígeno utilizado» Se empleó como tal una suspensión — 

de Brucella abortus cepa 19 en fase lisa, gentilmente cedida pór- 

el Centro Panamericano de Zoonosis»

Los microorganismos fueron cultivados en agar papa du— 

rante 48 - 76 hs. a 37* C en estufa.

El medio de cultivo fue preparado de la siguiente mane

ra 1 lavar y pelar algunas papas crudas y sanas, cortar 250 g en - 

finas rodajas y, evitando en lo posible su exposición al aire, in 

trodúcirlas en 1.000 mi de agua destínala. Hervir la mezcla duran 

te 30 minutos. Filtrar después por gasa?

Reconstituir el filtrado oon agua destilada hasta 1.000 

mi y añadir los siguientes ingredientes$ cloruro sódico, 5 gj pe¿ 

tona 10 g; extracto de carne de buey, 5 g y agar 30 g. Calentar - 

la mezcla para que se funda el agar (1 hora en corriente' de vapor).
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Agregar 20 ml de glicerina y ajustar el medio a un pH de 7, aña— 

Riendo una solución de hidróxido de sodio al 10%. Poner por últi

mo el medio en autoclave durante 20 minutos a una temperatura de- 

120 • C.

Los microorganismos cultivados fueron recogidos en solu 

pión salina estabilizada oon fosfatos en pH 6,3, preparada de la-

manera siguiente i disolver 0,5 & de fosfato monosódico dihidrata

do (la H_ PO « 2 H?))j 0,22 g de fosfato disódico anliidro —— 

(K&g3 PO^)j y 8,5 g de cloruro de sodio, llevando a 1.000 mi con- 

agua destilada* Controlar el pH y esterilizar.

El número de gérmenes por mililitro de suspensión termi 

nada se determinó empleando el método de recuento de génnenes via 

bles del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de Amé 

rica, descripto a continuación i para preparar las diluciones nece 

sarias se emplean cuatro frascos de Pyrex con tapón de caucho o -

tapón roscado. En tres de los frascos pe vierten 99 nil de solu--- 

ción peptonada estéril (solución al 1% de peptona y 0,5% de clora 

ro de sodio en agua destilada), y en el cuarto frasco se vierten- 

90 mi.

Con pipeta se introduce 1 mi de la suspensión de gérme

nes perfectamente resuspendida en el frasco N° 1 que contiene 99- 

mo dp solución peptonada y se agita la mezcla durante un minuto.— 

Se pasa 1 mi de esta suspensión al frasco N,° 2 y luego de agitar

se repite la operación con el N* 3.

Después de agitar el frasco ^ 3 se transfieren 10 mi -
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al fraseo H° 4, que contiene 90 mi de solución peptonada, agitan

do de la misma manera como se hizo pon los tres primeros frascos. 

Para cada traslado se emplea una pipeta nueva. Los frascos Nros.- 

1 y 2 se desechan porque sus diluciones son demasiado bajas para

hacer un recuento satisfactorio*

Se preparan dos placas de agar-papa, recibiendo cada u- 

na 0,1 mi de la dilución procedente de| frasco N° 3.

Para obtener una dispersión uniforme se extienden las— 

placas con una varilla de platino o de cristal. Del mismo modo, - 

en cada una de cuatro placas de agar papa se extiende el mismo vo 

lumen de la dilución del frasco H” 4» Para conseguir la máxima — 

exactitud se preparan siempre varias placas con cada dilución, — 

Las placas sembradas se colocan boca abajo y se incuban durante 4 

días a 37° C, después de lo cual se cuenta el número de colonias. 

Se hace el conteo del número de colonias por placa, si se sembra

ron varias se hace un promedio. Luego se multiplica por la dilu— 

ción sembrada y esto nos dá el número de gérmenes de nuestra sus

pensión original en 0,1 mi que fue la cantidad que se sembró. Por 

simple regla de tres se calcula la cantidad de gérmenes por mili— 

¡litro*

La suspensión microbiana que se utilizó para inocular - 

lop animales fue ajustada a una concentración de 10 X 10 midroor 

ganismos viables por mililitro, utilizando solución salina estabi 

lizada con fosfatos cono diluyente*

Previo a su utilización se le hicieron los siguientes -
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poptroles s

Pruebas de identidad $

a) se hicieron extendidos en portaobjetos, coloreándose 

pop ^1 método de Gram. Se observó la presencia exclusiva de coco- 

bapilos Gram negativos»

b) Siembra en agar papa en tubo inclinado, incubación a 

37® p durante 4 días y observación del aspecto peculiar y carao te 

ríetico de las colonias»

Pruebas de disociación । Se cultivó una muestra del lote 

en agar papa o en agar tripticasa soja y examinó bajo iluminación 

reflejada oblicua. Se utilizó el método de tinción con cristal — 

violeta. La solución madre del colorante se preparó disolviendo - 

.2g de cristal violeta certificado en 20 mi de alcohol absoluto y- 

0,8 ^ de oxalato amónico en 80 mi de agua destilada; una vez que

so han disuelto por completo ambas soluciones, se las mezcla para 

formar la solución madre. Inmediatamente antes de emplearla debe- 

diluirse al t 40 en agua destilada»

s Las placas se cubrieron con la dilución del colorante - 

durante 15 a 20 segundos, y después de verter éste en un frasco - 

cop desinfectante se examinaron inmediatamente con un microscopio 

estereoscópico. Las colonias lisas no toman el colorante; las di

sociadas se tiñen en distintos tonos de rojo y violeta y en su su 

perficie pueden presentarse grietas radiales. Se utilizaron sus__ 

pensiones de Brúcelas con 95% o más de colonias pertenecientes a— 

la variedad lisa (27).
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Animales e inoculación! Una temerá de raza Hereford de 

:sei8 meses de edad, no vacunada con anterioridad contra brúcelo— 

sis, y dos hembras de cuatro años, vacunadas contra brucelosis — 

cuando terneras, sanas y también de raza Hereford, fueron inocula 

cías quincenalmente, durante doce meses, por vía subcutánea con 5 

mi de la suspensión microbiana usada como antígeno en una concen- 

tración de 10 X 10 bacterias / ml« Previo a cada inoculación los 

animales fueron sangrados de la vena yugular y los sueros obteni

dos analizados por separado*

Se tomaron muestras de sangre de animales enfermos natu 

Talmente (50 muestras)> entre ellos, de un toro con diagnóstico - 

de brúcelosis crónica.

Muestras de suero de varios animales infectados eiperi- 

mentalmente en el Centro Panamericano de Zoonosis, qos fueron gen 

gilmente cedidas*

Posaje de anticuerpos aglutinantes, Se efectuaron aglu

tinaciones en tubo usando 0,2 mi de diluciones seriadas de suero- 

en razón dos, e igual volumen de suspensión antigénica. Como sus

pensión antigénica se utilizó la misma empleada para inocular los 

animales, pero en este caso las bacterias fueron muertas por ca— 

lor sometiéndolas durante 1 hora a 95$ O en bañomaría* Luego de — 

tres lavados con solución salina estabilizada se ajustó a una con 

centración celular de O,135%¿

La mezcla de las diluciones seriadas de suero y antíge— 

no fue incubada a 37° C durante 60 minutos. Luego se efectuó la -
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lectura a ojo desnudo y con luz transmitida. Se expresó como títu 

lo 1^ inversa de la máxima dilución aglutinante.

Losaje de anticuerpos no aglutinantes. En todos aque--- 

líos tubos de las series correspondientes al dosaje de anticuer— 

¡pop aglutinantes, que no dieron aglutinación directa, se investí— 

¡gÓ! la presencia de anticuerpos no aglutinantes fijados a las bac- 

terias, mediante reacción de Coombs (17)* Para ello las suspensio 

nep bacterianas fueron lavadas con solución salina estabilizada - 

(S^Ei Na C1 0,15 M, fosfatos 0,01 M, pH 7>4) y puestas en contac

to con suero de conejo anti gammaglobulinas de bovino, en concen

tración adecuada e incubadas a 37° C durante 60 minutos. El títu- 

1O; de anticúenlos totales, al igual que con los anticuerpos aglu- 

itinantes, fue considerado como la inversa de la máxima dilución - 

qup deba aglutinación. La diferencia entre éste y el de anticuer

pos aglutinantes, permitió obtener el título de los no aglutinan

tes.

I
Obtención del suero de Coombs. El suero anti gammaglobu 

linas de bovino empleado fue preparado en conejos de la siguiente 

manerat se inoculó subcutáneamente en las caras internas de las - 

patas 1 mi de gammaglobulina bovina (10 mg/ml) mezclado con igual 

volumen de adyuvante de Freund completo. Una semana después se —• 

preparó idéntica mezcla e inoculó cuatro dosis de 0,5 ml a lo lar 

'go de la columna vertebral. A las tres semanas se repitió una ino 

culapión igual a la primera. Los animales fueron sangrados a blan 

00 cuando sus sueros mostraron un título adecuado. La gammaglobu

lina bovina se obtuvo por precipitación salina con sulfa'to de amo
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ni© a partir de un conjunto de sueros normales. Para ello se agre 

gÓ lentamente y con agitación continua un volumen de solución sa

turada de sulfato de amonio (7^0 g / 1 - pH 7) aun volumen de — 

suero bovino. SI precipitado se separó por centrifugación durante 

30 minutos a 5*000 r.p.m., en centrífuga refrigerada y fue redi— 

suelto en un volumen de agua destilada igual a la mitad del ini— 

cial de suero. El mismo volumen de solución de sulfato de amonio— 

a 2/3 de saturación se adicionó al anterior, de manera de obtener 

una concentración salina correspondiente a 1/3 de saturación. Lúe 

go de separar el precipitado por centrifugación y redisolverlo en 

agua destilada, se repitió tres veces la operación anteriormente- 

descripta. La solución de gammaglobulinas fue dializada contra — 

SSE Üasta que el líquido de diálisis diera reacción negativa de - 

sulfates mediante agregado de gotas de cloruro de bario al 5% y — 

su concentración fue medida por lectura espectrofotométrica a 280 

nm, preíía centrifugación a 5*000 r.p.m. durante 30 minutos, para 

eliminar la proteína desnaturalizada. Para las conversiones de — 

densidad óptica (DO) a mg/ml se utilizó un coeficiente de extin— 

ción (E7 ) de 13,7 (28). La DO, a 280 nm de longitud de onda, - 
1 °111 1^

'multiplicada por 1 / 5_ da los g % de esa pro teína. 
1 cm

Si en cambio, la DO es multiplicada por 10 / E o — 
' 1 cm

bien por 0,73 , se obtendrán los mg de gammaglobulina bovina por— 

mi de solución-

Este factor se empleó cada vez que fue necesario medir

la concentración de anticuerpos en soluciones puras.
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Homogeneizado de Brucella abortus» Treinta ml de una — 

suspensión en SSE de Brucella abortus vivas de 1,2 X IQ11 bacte— 

rias/ml fueron homogeneizadas por sonioación con un desintegrador 

ultrasónico líegason, durante 60 minutos en máxima potencia (300 W) 

y en baño de hielo»

Los microorganismos que resistieron el tratamiento y — 

fragmentos de ellos, se separaron por centrifugación a 10*000 r*p 

m. durante 20 minutos* Este antígeno se empleó en el estudio de - 

la capacidad precipitante de las poblaciones purificadas de anti

cuerpos.

Ensayo de bloqueo* Diluciones no aglutinantes de suero- 

pero capaces de dar reacción de Coombs positiva fueron puestas en 

contacto con la suspensión antigénica (bacterias al 0,135%) e in

cubadas a 37° C durante 60 minutos* Previa centrifugación y lava

do, asta suspensión fue utilizada para medir la capacidad agluti

nante de los sueros en ensayo* Paralelamente se efectuó otra se

rie de reacciones similares a la anterior en la que el suero en - 

el que se investigaba anticuerpos no aglutinantes fue sustituido- 

por SSE* La papacidad bloqueante fue establecida por la diferen— 

cia entre los títulos aglutinantes de ambas series*

Determinación de la clase de inmunoglobulina en que es

taba la actividad anticuerpo* Fue realizada por inmunoelectrofore 

sis, utilizando suero de conejo anti gammaglobulinas de bovino co 

mo reactivo precipitante (29)# Los productos a analizar provenían 

de la disociación de los anticuerpos fijados a las suspensiones -
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bacterianas puestas previamente en contacto con diluciones de sue 

ros aglutinantes y no aglutinantes (pero con Coombs positiva).

Esta disociación fue hecha por tratamiento con solución 

amortiguadora glicina - HC1 0,1 M pH 3, neutralizando inmediata 

mente los productos obtenidos con Tris 0,2 M (30, 31)*

La inmunoelectroforesis se efectuó en gel de agar (Agar 

Noble — Difeo) al 1,5%, empleando solución estabilizadora de Vero 

nal sódico, fuerza iónica 0,05 pH 8,4* la corrida se desarrolló 

durante 60 minutos con una intensidad de corriente de 6 v/cm.

Tras la precipitación y lavado, las bandas se colorea— 

ron con Amido - Schwartz* La solución colorante estaba constitui

da por:

Amido schwartz 10 B ........   0,100 g

Metanol..........   .......45 mi

Agua destilada .............. .50 mi

Acido acético •••*•*•...•.•.** 5 mi

La solución decolorante empleada tenía la misma composi 

ción que la anterior, pero sin el agregado del colorante.

Los preparados fueron secados a 37° C en estufa con cir 

culac i ón forzada de aire.

Aislamiento de los anticuerpos aglutinantes y no aglu— 

tinantes* Se utiliza el método descripto para aislamiento de anti 

cuerpos precipitantes y coprecipitantes (32, 33)1 Para ello sue— 

ron pon altos títulos aglutinantes por un lado y de no aglutinan-
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tes (por prueba de Coombs) por otro, se incubaron con sucesivas a 

lícuotas de antígeno, correspondientes a 1/20 de la cantidad de - 

"bacterias necesarias para la adsorción total de los anticuerpos.

La suspensión "bacteriana usada en las inmunoadsorciones 

estaba constituida por una suspensión densa de Brucella abortus - 

Cepa 19 inactivadas por calentamiento a 95° C en batiomaría duran

te 60 minutos*

Cada agregado de bacterias fue seguido de una incuba--- 

ción a 36° C durante 1 hora en un baño de agua con agitación con

tinua (New Brunswick Scientific)* Luego de 1 hora a 4o 0, se cen

trifugó a 3*500 r.p.m* - 15 minutos y se agregó una nueva alícuo

ta de inmunoadsorbente al sobrenadante, conservándose en heladera 

el sedimento, repitiendo la operación hasta que los sobrenadantes 

no aglutinaran las bacterias pero dieran positiva la reacción de- 

Coombs. A dichos sobrenadantes se les añadió entonces un exceso - 

de suspensión bacteriana para adsorber los anticuerpos remanentes 

Las suspensiones bacterianas que tenían adsorbidos los anticuen— 

pop aglutinantes fueron reunidos y lavados con SSE, procediéndose 

de igual modo con la suspensión que contenía los anticuerpos sólo 

deteptados por reacción de Coombs.

Ambas suspensiones fueron tratadas con glicina - HC1 // 

0,1 I pH 3 a los fines de lograr la desorción de los anticuerpos- 

fijados*

Estos sobrenadantes se neutralizaron inmediatamente con 

Tris, 0,2 K (Tris hidroximetil - metil amina 0,2 M).
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Purificación de anticuerpos aglutinantes y no aglutinan 

tes. Ambas soluciones conteniendo los anticuerpos aglutinantes y- 

no aglutinantes se dializaron contra solución de fosfatos 0,005 M 

pH 8, Para esto las soluciones con los anticuerpos se colocaron - 

dentro de tripas de celofán semipermeable previamente hervidas en 

agua destilada»

Luego de la diálisis se pasaron por una columna de DEAE 

Sephadex A-50 de 10 X 220 mm, estabilizada en la misma solución - 

reguladora» La elución se realizó mediante gradiente continuo de- 

fopiatos (0,005 - 0,300 M) (50)»

Se probó la identidad de las inmunoglobulinas purifica

das por medio de inmunoelectroforesis, (29), empleando suero de - 

conejo anti gammaglobulins bovina como reactivo precipitante.

Inmunodifusión radial. Se realizó con el propósito de — 

estudiar la capacidad precipitante de los anticuerpos anti Bruce

lla., utilizando como antígeno el sondeado de una suspensión de — 

brúcelas.

Siguiendo la técnica descripta por Ouchterlony (43), se

•dispuso en una caja de Petri de 6 cm de diámetro una doble capa - 

de agar Noble - Difeo en SSE, la inferior constituida por 2 mi al 

2% y la superior por 4 ml al 1%» Empleando sacabocados se efectúa 

ron ó» la capa superior siete cavidades de 6 mm de diámetro, te_  

niendo como fondo a la capa inferior de agar y dispuestas de mane 

ra que una de ellas estuviera rodeada de las seis restantes y la- 

distancia entre sus centros fuera de 10 mm. La cavidad qentral _
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fue destinada al sonicade de Brucella abortus y en las otras se - 

colocaron distintas diluciones de sueron bovinos adsorbidos con - 

bacterias enteras y sueros sin adsorber#

Luego de dejar a 25° C durante 24 horas en cámara húme

da, se procedió a lavar con SSE la proteína precipitada, durante— 

otras 24 horas* La coloración, lavado y secado se efectuaron en - 

las condiciones indicadas para inmunoelectroforesis#

Posaje de anticuerpos precipitantes# Se efectuaron pre

cipitaciones en tubo usando 0,5 ®1 de diluciones seriadas en ra

zón dos de sueron sin adsorber e igual cantidad del homogeneizado 

de Brucella abortus como antígeno# Luego de incubar 1 hora a 37°C 

y 24 horas a 4o 0, se hicieron las lecturas a ojo desnudo y con - 

lup transmitida#

Obtención de hemolisina# Se preparó por inmunización de 

un conejo adulto de 3 Kg de peso, usando como antígeno glóbulos - 

rojos enteros de oveja o sangre total, según el siguiente plan de 

estimulación (45) 1

día antigeno dosis vía

L sangre total ovino 0,5 mi s« o.

3. . «t ii it 0,5 mi 11

1 ’
5 ! i« i» n 1,5 mi 11

7 it o tt 2,0 mi 11

9 it ti tt 2,5 mi II

12 glóbulos rojos al 20^ 1,0 mi e.v.

14 11 11 tt 11 1,0 mi n

16

18

H II II tt

sangría exploratoria

1,0 mi tt
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Cuando el título fue el adecuado, el animal fue sangra

do a ¡‘blanco y el suero separado y titulado*

Obtención del complemento. Como fuente de complemento e 

se empleó una mezcla de sueros provenientes de 20 cobayos. Previa 

titulación fue fraccionado, liofilizado y conservado a -80° C.

Titulación de la hemolisina. Fue hecha con lectura de — 

100% ele hemólisis. En todos los casos se empleó como diluyente so 

luciÓn estabilizadora de Mayer.

Solución estabilizadora concentrada de Mayer (45) t

NaCl •••••••«••••«•••••*•.<.,•.,••••••••• 83 g

Veronal sódico ....................  10,19 g

Agua destilada ........»....|o"....... 1.500 mi

(llevar a pH 7,5 con HC1 1 N)

Soluc. KgCl2 1 M - Ca Clg 0,3 M •••...... 5 mi

Agua destilada o* S. p. m«h«h........ 2.000 mi

Solución de trabajo de Jlayeri diluir la anterior 1/5 — 

controlando el pH. Debe ser preparada en el día.

। El protocolo seguido fue el indicado en el cuadro I.

Luego de agitar, se incubó 30 minutos a 37° C con agita 

cienes periódicas. Los sobrenadantes de los centrifugados fueron- 

lefdos en espectrofotómetro a 530 nm, ajustando a DO cero (0% de- 

hemólisis) con el correspondiente al tubo 20.

El 100 % de hemólisis estaba representado por Ja lectu

ra del sobrenadante 21.
1
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CUADRO I

Tubo H 1/100

(“1)

H 1/100 

(“1)

Soluc. Mayer 

(ml)

GRC 5^ 

(mi)

Suero Cobayo 

1/30 . (mi)

1 0,30 0,70 0,50 0,50

? 0,25 * 0,75 0,50 0,50

3 0,20 0,80 0,50 0,50

4 0,15 0,85 0,50 0,50

5 0,10 0,$0 0,50 0,50

(5 * 0,80 0,20 0,50 .0,50

7 0,70 0,30 0,50 0,50

8 0,65 0,35 0,50 0,50

p i 0,60 0,40 0,50 0,50

ip * 0,55 0,45 0,50 0,50

4 0,50 0,50 0,50 0,50

12 * 0,45 0,55 0,50 0,50

13 •• 0,40 0,60 0,50 0,50

14 0,35 0,65 0,50 0,50

15 0,30 0,70 0,50 0,50

16 •• 0,25 0,75 0,50 0,50

— 0,20 0,80 0,50 0,50

^ 0,15 0,85 0,50 0,50

19 0,10 0,90 0,50 0,50

20 w ^ 1,00 0,50 0,50

21 0,50 r 0,50 0,50 0,50

!
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El título hemolítioo del suero se calculó por esta ex—

presióni

Dilución suero

V 

donde V es el volumen de suero diluido correspondiente al tubo — 

que contiene la mayor dilución capaz de dar hemólisis total.

Titulación del complemento. Se empleó uno de los méto—* 

dos más usados basado en el efecto citotóxico del complemento so

bre glóbulos rojos sensibilizados por hemolisina y medición de la 

densidad óptica producida por la hemoglobina liberada.

Se trabajó con la unidad hemolítica 100^, definida para 

nuestro sistema como la cantidad de suero capaz de hemolisar 1 mi 

de sistema hemolítico formado por volúmenes iguales de glóbulos - 

rojos de camero al 5% y hemolisina en concentración óptica ----- 

(5 AcH^Q^ml), en presencia de Ca^ y Mg+\ a 37° 0 durante 30 nú 

ñutos en un volumen total de 2 mi (45)*

El protocolo de la titulación fue el indicado en el cua 

dro TI.

Luego de incubar a 37® C durante 30 minutos se determi

nó cuál era la mayor dilución de suero de cobayo capaz de hemoli

sar la totalidad de glóbulos rojos. El número de unidades CH, A / 

mi de suero se obtuvo por la relacións

donde 30 es la dilución original del suero de cobayo y V el volu-
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men de la misma correspondiente al tubo que daba 100% de lisis.

Fijación del complemento» La actividad fijadora de com

plemento de los anticuerpos fue ensayada por determinación de --- 

100% de hemólisis (cuadro III),

El sistema hemolítico usado estaba formado por volume— 

nes iguales de glóbulos rojos al 5Í y suero hemolítico 2 AcH / 
100 

mi»

La dosis efectiva CH^^ se ajustó de forma tal que la - 

hemólisis en el tubo 8 fuera del 100%» Este criterio se adoptó — 

considerando la fijación inespeoífica de complemento por parte de

la suspensión bacteriana#

Las lecturas de DO se efectuaron a 530 nm, correspon---

diendo los tubos 7 y 8 al 0% y 100% de hemólisis, respectivamente

Velocidad de fagocitosis de Brucella abortus por el SHE

del ratón. Para este ensayo se emplearon Brucellas abortus Cepa -

19 inactivadas con formó! al 1% y marcadas con 131J mediante la -

técnica del cloruro de iodo de Mo Farlane (46), como se describe-

más adelante# Los ratones (machos adultos cepa CH^ convencional)— 

g 
recibieron por la vena caudal 0,1 mi de una suspensión de 1 X 10

bao tari as/ml, radi ornare adas# A continuación cada ratón fue inocu

lado por vía retroorbital con 0,1 mi de distintas diluciones de -

sueros de bovinos que presentaban títulos aglutinantes, con o sin

título coaglutinante y de suero bovino normal#

Muestras de sangre de 50 microlitros, tomadas a distin-
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tos tiempos de la otra cavidad retroorbital, fueron recibidas en-

0,5 ®1 de solución de Na^CO al 0,1%, midiéndose la actividad en-

un contador de pozo Alfa Nuclear.

En todos los casos se incluyeron animales en que la ino

culación de anticuerpos fue sustituida por SSE, los que fueron u-

tilizados para establecer la radioactividad circulante al tiempo-

cero.

Con los valores medidos de radioactividad (cpm) se cal

culó en cada caso el Indice de Fagocitosis según la fórmula*

en la que C^ y C^ corresponden a los valores de las cpm a los ---

tiempos t^ y *2’ respectivamente.

En el planeamiento de los experimentos de fagocitosis,- 

el número de bacterias marcadas a emplear fue calculado de manera 

de no producir una rápida saturación del SHE por exceso, ni per— 

der sensibilidad en la medición de los efectos producidos por los 

anticuerpos, por escasa radioactividad circulante.

Marcación de Brucella abortus con ^^1. Se efectuó por— 

el método de Me Farlane (4$, 49)*

Los reactivos empleados fueron*

— solución de reserva* se la obtuvo por disolución de - 

150 mg (1 mmol) de Nal y 99 mg (0,5 mmol) de NalO en 2r5 ml de a
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gua destilada y añadiendo gota a gota 2,4 nil de HC1 concentrado.-

A continuación se agregó 1 ml de CC1 para eliminar el I libre -

de la fase acuosa, la que luego fue completada a 10 mi con agua-

destilada*

- solución glicina - NaOE 0,1 N - pH 9» una solución de 

glicina 0,1 K fue llevada a pH £ con solución de MI 0,1 K, Esta 

solución se empleó para el lavado de las bacterias, las que final 

mente fueron suspendidas en la misma solución a una concentración 

de 1 X 10 bacterias/ml*

— solución de trabajo» se la obtuvo añadiendo a 1 mi de 

la solución de reserva (IC1), 2 mi de solución de MaOH 1 IT, lie— 

vando a 50 ml con NaCl 1 M, lográndose de este modo la formación- 

de 10 • Para la marcación, 0,3 mi de la solución de trabajo se - 

volcaron en un tubo conteniendo 350 >Ci de Ha ^^1 (Comisión Na— 

cional de Energía Atómica) (formación de I—i)• Se añadió inme

diatamente después 4 mi de la suspensión bacteriana y agitó duran 

te 30 a 60 segundos*

Después de lavar rápidamente las bacterias tres veces - 

cop SSE se las resuspendió en un volumen de 4 mi de la misma solu 

ción.

La suspensión de Brucella abortus cepa 19 utilizada fue 

inac^ivada con formol al .1% y llevada a la concentración de 1 X — 

,10^*

Para determinar la concentración se utilizó un método - 

turbidimétrico, empleando un espectrofotómetro Spec tro! plus ajus-b
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tado a la longitud de onda de 42O »m e interpolando el valor de - 

la transmitanoia en el cuadro siguiente (27) i

Recuento gérmenes 
g 

viables ( X 10^/mi)

Volumen de cél. 

conglomeradas por 

100 mi de la susp. 

original (mi)

% de transmi tañe i a

2 0,06 90,6

4 0,12 80,5

6 0,18 72,8

8 0,24 64,3

10 0,30 56,8

12 0,36 50,6

14 0,42 45,6

16 0,48 40,2

18 0,54 36,3

20 0,60 32,8

Ensayo de protección. Indice de infección esplénica» A-

ratones (machos adultos cepa CH
1

convencional) se los inyectó por

Vena caudal con 0,1 mi de los productos de las desorciones seria-

da$, enriquecidos en anticuerpos aglutinantes (100 ¿ig/0,1 mi) o - 

en coaglutinantes (25,100 y 400^/0,1 nil). A controles se las in 

yeotó gammaglohulina normal (100 ^/O,! ml) y a otros 0,1 mi de - 

6%

Inmediatamente después, todos los ratones fueron inocu-
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lacios por vía endovenosa con 0,1 mi de una suspensión de Brucella 

abortus cepa 19 de una concentración de 7 X 10 bacterias viables 

/ 9,1 mi.

Una semana después, los animales fueron sacrificados y- 

sus bazos asépticamente extraídos» Se los homogeneizó, utilizando 

para ello homogeneizadores de Potter y SSE.

Luego fueron sembrados en distintas diluciones en pía— 

ca^ de Petri con agar - papa.» Se incubaron a 37° C por cuatro dí

as (23),

Efectuado el recuento de colonias se transformó el dato 

a colonias por bazo.

Con estos valores, se procedió a calcular el índice de- 

infección esplénica (lIE) según la fóumla siguiente! (11)

En otro experimento, ratones de la misma cepa fueron i- 

noculados con 0,1 mi de SSE conteniendo 100^ de solución enri— 

quec^da en anticuerpos coaglutinantes y controles con 0,1 mi de - 

SSE conteniendo 100^ de gammaglobulina normal.

Distintos lotes de ratones fueron sacrificados al día— 

uno, tres y siete de inoculados, realizando el plaqueo y conteo — 

doi colonias en bazo como se indicó anterionaente.
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RESULTADOS

Para el aislamiento de los anticuerpos aglutinantes se- 

utilizó suero de bovinos con reacción de Coombs negativa y exento 

de Ig M de acuerdo a la prueba del 2 - mercapto - etanol (2 ME),

Para intentar el aislamiento de los coaglutinantes se u 

tiliZaron sueros con máximas diferencias entre el título agluti— 

paute y reacción de Coombs»

El aislamiento y purificación de los anticuerpos se rea 

¡Li?ó de acuerdo a la metodología descripta* Los productos de la - 

disoqiación correspondientes al tratamiento con glicina HC1 0,1 M 

pH 3 de los anticuerpos fijados al inmunoadsorbente, se dializa— 

ron qontra solución estabilizada de fosfato 0,005 M - pH 8 y se - 

pasaron por separado, a través de una columna de DEAS - Sephadex- 

i r 50 equilibrado en la misma solución. Eluyendo en ambos casos- 

un típico pico proteico a la molaridad de 0,02, Luego de medir la-
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FIGURA 1

Inmunodifusión radial en placa de anticuerpos aglutinan 

te (^) y coaglutinante (b) de bovino anti Brucella abortus cepa - 

19» Qomo reactivo precipitante se empleó suero de conejo anti bo

vino (c)»
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concentración de anticuerpos por espectrofotometría a 280 nm se — 

concentró la solución empleando polyethylene - glycol 6.000 (Sig

ma), ajustando la concentración a 3 mg/ml.

La preparación de anticuerpos aglutinantes así obtenida 

resultó excenta de coaglutinantes. En cambio la de coaglutinantes 

si bien resultó notablemente enriquecida en este tipo de anticuer 

pos mantuvo rastros de anticuerpos aglutinantes que no fue posi— 

tip separar siguiendo la metodología de Heidelberger y Kendall.

PROPIEDADES INMUNOQUIMICAS

Identidad antigénica» En una inmunodifusión radial (téc 

nica de Duchterlony), se obtuvo fusión completa de las líneas de- 

precipitaciÓn entre anticuerpos aglutinantes y la mezcla enrique- 

:cida en coaglutinantes, frente a un suero anti-gammaglobulina bo

vino, no observándose formación de espolones (Figura 1).

Características inmunoeleotroforéticas: Los anticuerpos

referidos, corridos electrofcréticamente en gel de agar y enfren-

tados con suero de conejo anti - gammaglobulinas de bovino, desa

rrollaron un arco de precipitación con las características de una 

Ig G^. No se observaron líneas de precipitación correspondientes- 

a otras clases de inmunoglobulinas (Figura 2).

Este resultado era de esperar ya que el material sombra 

do provenía de un pico de elución de una columna de DEAE - Sepha

dex A - 50, a una molaridad de 0,02 - pH 8, condiciones en que ú-
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FIGURA 2

Inmuno©lectroforesis en gel de agar de anticuerpos aglu 

tinante (a), ooaglutinante ("b) de "bovino anti Brucella abortus ce 

Pa 19 y gamo agí obulina "bovina normal (c). Como reactivo precipi— 

tante se empleó suero de conejo anti gammaglobulina "bovina»
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CUADRO IV

Muestra N° Bovino I, 
1

Bovino Ig Bovino 1.$

1 1/32 1/128 1/128

2 1/64 1/128 1/128

3 1 /32 1/64

4 1/32 1/128 —

5 — 1/64 —

6 1/64 1/64 1/64

7 «■ *• 1/64

3 1/64 1/128 —

9 1/32 — 1/64

1Q 1/32 1/64 —

12 — w 1/128

13 1/32 w 1/128

14 1/32 1/64 1/128

!5 —

16 1/32 1/32 —

17 1/16 1/128

18 1/16 1/16 1/32
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nicamente eluye la Ig G^ ‘bovina (50).

Capacidad de precipitación, liabas preparaciones de anti 

cuerpos aglutinantes y coaglutinantes, fueron ensayadas fronte a- 

un homogeneizado total de Brucella abortus cepa 19 en una inmuno- 

difusión radial# Los dos tipos de anticuerpos fracasaren en provo 

car una banda de precipitación. Sin embargo, cuando se empleáron

los sueros a partir de los cuales esos anticuerpos habían sido — 

aislados, se obtuvieron bandas de precipitación con el mismo anti 

geno. Además, cuando los sueros fueron tratados con una sus pen--  

sión de Brucella abortus cepa 19 a los fines de eliminar los anti 

cuerpos dirigidos contra antígenos superficiales y luego corridos 

en una inmunoelectroforesis, y enfrentados con el homogeneizado,- 

se logró una banda de precipitación que en cada caso correspondía 

a una Ig G^ (Figura 3).

Se determinaron los títulos precipitantes de los sueros 

antes y después de las inmunoadsoroiones que eliminaron todos los 

anticuerpos aglutinantes dirigidos hacia antígenos de superficie, 

no encontrándose diferencias significativas. Los resultado:: de — 

log títulos precipitantes de los sueros enteros se muestran en el 

Cuadro IV.

Capacidad de aglutinación. Con la población de anticuen 

pos aglutinantes se hizo una aglutinación seriada según el si---- 

guíente esquemai

Tubos 1 2 3 4 5 6-7 8 9 10

^g Ac./O,2 mi 500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,81 3,95 1,97 0,98

Brucella abortus 
cepa 19 (0,135%) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
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FIGURA 3

Inmunoelectroforesis en gel de agar de suero "bovino an— 

ti Brucella abortus cepa 19, libre de anticuerpos aglutinantes — 

contra antígenos de superficie del microorganismo. Como reactivo- 

precipitante se empleó un homogeneizado de las bacterias'.
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Incubar 1 hora a 37° C»

En las condiciones del ensayo los anticuerpos aglutinan 

tes mostraron capacidad de aglutinar el antígeno hasta un límite- 

de 1.97 /^* Ho se observaron fenómenos atípicos de aglutinación.

Capacidad para dar reacción de Coombs. Suspensiones de

bacterias puestas en contacto con diluciones subaglutinantes de - 

suero bovino o de la fracción enriquecida en coaglutinantes obte

nida en las inmunoadsorciones seriadas, fueron aglutinadas cuando 

se las enfrentó al suero de Coombs (suero de conejo anti gammaglo 

bulinas bovinas), demostrando presencia de anticuerpos no agluti

nantes fijados al antígeno.

Ensayo de bloqueo. Para determinar si los anticuerpos - 

conglutinantes y los aglutinantes compiten por los mismos determi 

n an tes antigénicos se llevó a cabo un ensayo de bloqueo o inhibi

ción de la aglutinación.

En aquella serie de aglutinaciones llevadas a cabo con© 

antígenos preincubados con diluciones subaglutinantes de un suero 

con alto título de anticuerpos determinados por pureba de Coombs— 

con respecto a la aglutinación directa, se observó un descenso — 

del ^ítulo aglutinante: de ün'-suero control (Coombs negativa) en - 

relación a la serie donde el antígeno no fue preincubado con Ios- 

sueros donde se investigaba la capacidad bloqueante (Figura 4).
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PROPIEDADES BIOLOGICAS

Fijación del complemento. Los anticuerpos aglutinantes,

localizados en la clase Ig G se ensayaron en su capacidad fijado

ra del complemento; se utilizó una hemolisina titulada en 1.100 u

nidades Ac H^g/ml y como fuente de complemento se empleó suero -

de cobayo con un título de 90 unidades CH^^/ml. Los anticuerpos-

aglutinantes activaron el sistema complemento con un requerimien

to de 5/tg para consumir la dosis de complemento CH^^.

Ensayo de fagocitosis. Las curvas de velocidad de fago

citosis de Brucella abortus cepa 19 por el SRE del ratón en pre— 

sencia de dosis aglutinantes de un suero con Coombs negativa y do 

sis subaglutinantes de un suero con alto título de anticuerpos co 

aglutinantes, pero equivalente en masa de anticuerpos, se mués--- 

tran en la Figura %

Se emplearon los sueros de bovinost normal, 072 y 150 - 

con títulos de aglutinación directa y por Coombs señalados a con

tinuación;

072; título aglutinante 1/256

título por reacción de Coombs 1/256

150; título aglutinante 1/512

título por reacción de Coombs positiva hasta l/4«O96

El suero normal de bovino se empleó en la dilución .— 

1/200. El suero 072 se empleó en una dilución de 1/200 (aglutinan 

te).
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El suero l$0 se usó en diluciones de 1/500 correspon--- 

diente al límite de aglutinación directa y 1/1000, o sea en una — 

dilución subaglutinante*

Los experimentos se efectuaron por duplicado. Los resul 

tados se detallan en el Cuadro V*

Las actividades tabuladas son las actividades corregí— 

das, restando del valor medido el dato de la actividad de fondo =. 

= 80 cpm*

Las actividades tabuladas a tiempo cero corresponden a 

bacterias solas, antes de inyectar los anticuerpos*

Las flechas indican el momento que los animales reci— 

bierpn las dosis de anticuerpos*

Las curvas de fagocitosis obtenidas, muestran un marca

do incremento de la depuración sanguínea de bacterias en los rato 

nes inoculados con suero libre de anticuerpos coaglutinantes. En- 

cambio, el suero con alto título de anticuerpos coaglutinantes — 

mostró un comportamiento diferente. Indudablemente fue ineficaz - 

en el favorecimiento de la fagocitosis, aproximándose a la curva- 

obtenida como suero normal libre de anticuerpos contra el antíge

no (Figura 5)*

Trabajando con los logaritmos de las actividades porcen 

tuales promedio obtenidas, se construyó la Figura 6 que pennitió- 

calcular los índices de fagocitosis K.

Ensayo de protección. Indice de Infección Esplénica. Pa
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CUADRO V

Suero-dilución Tiempo 
(min.)

Actividad (cpm)

Ratón 1 Ratón 2

Actividad %

Ratón 1 Ratón 2

Promedio 

A

log.A^

Normal 1/200

0 2234 2262 100 100 100 2

2 1847 1733 82,7 76,6 79,6 1,90

5 1968 1748 88,1 77,3 82,7 1,92
7 1968 1441 88,1 63,7 75,9 1,88

10 1360 1331 ¿0,9 58,4 59,6 1,77

072 1/200

0 1783 2530 100 100 100 2
2 1783 2277 100 90 95 1,98

5 622 911 34,9 36 35,4 1,55
7 592 794 33,2 31,4 32,3 1,51

10 517 724 29,0 28,6 28,8 1,46

150 ' 1/500

0 1622 1974 100 100 100 2
2 1620 1857 99,9 94,1 97 1,99
5 1005 1180 62,0 59,8 60,9 1,78

7 821 1105 50,6 56,0 53,3 1,73
10 234 655 14,4 33,2 23,8 1,38

15P 1/1000

0 1741 2430 100 100 100 2
2 1555 2092 89,3 86,1 87,7 1,94
5 1262 1718 72,5 70,7 71,6 1,85
7 1034 1536 59,4 63,2 61,3 1,79

10 672 974 38,6 40,1 39,3 1,59
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FIGURA J

Curra. ¿Le velocidad de fagocitosis de ^^1 - Bruoella abortus 

cape 19 en presencia de anticuerpos aglutinantes y conglutinantes.
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FIGURA 6

Determinación del Indice de Fagocitosis de ^I - Brucella 

abortus en ratones inoculados con sueros de bovinos inmunizados y —

normales. 60



rn estudiar la protección in vivo se tomó como parámetro la infec 

oión asplénica que ocurre como consecuencia de la penetración en- 

el organismo de las brúcelas»

Cada lote de ratones estaba formado por dos animales cu 

yos bazos fueron mezclados» Los experimentos se repitieron dos o- 

tres veces con resultados semejantes»

El Cuadro VI muestra el número promedio de colonias por 

bazo* El Indice de Infección Esplénica (lIE) se calculó según t

en animales sacrificados a los 7 días de haber recibido las dosis 

de bacterias y anticuerpos (Figura 7)»

En otro experimento, distintos lotes de animales fueron 

sacrificados 1, 3 y 7 días después de la inoculación de bacterias 

y anticuerpos coaglutinantes» Los resultados se observan en el — 

Cuadro VII»

Indudablemente, que los anticuerpos coaglutinantes faci 

litaron la multiplicación bacteriana en bazo y que no fue un sim

ple fenómeno de fagocitosis, se demostró en el segundo experimen

to donde se vio que a las 24 horas el número dé colonias en bazo- 

de animales inoculados con coaglutinantes fue menor al de los con 

troles inoculados con gamma globulina normal (Figura 8).
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FIGURA 7

Ensayo de protección e Indice de Infección Fsplénica (IIE) 

a Pruoella abortus cepa 19, en ratones inoculados con gammaglobulina 

bovina normal y anticuerpos aglutinantes y ooaglutinantes.
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fiojm 8

Ensayo de proteooi£h a Brucella abortus cepa 19 en ratones I, 

3» y 7 días luego de recibir anticuerpos cosglutinantes o ganaglobulina

nona al.
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EVOLUCION DE LA POSPUESTA EN FUNCION DEL TIEMPO

Los sueros de tres bovinos inoculados repetidamente con 

Brucella abortus cepa 19, fueron estudiados, individualmente, cn- 

cuanto a sus itítulos aglutinantes directos (con y sin 2 - inercap- 

toetanol) y por reacción de Coombs*

Como puede observarse en los Cuadros VIII, IX y X, ya - 

a las 2 semanas en todos los casos se tuvieron títulos de 1/512 - 

que se mantuvieron con ligeras oscilaciones durante todo el perío 

do experimental*

Los títulos aglutinantes con y sin 2 — mercaptoctanol —

del bovino I
1

(Figura 9) son característicos ya que se trata de u

na ternera que no había sido vacunada con anterioridad con ‘bruce-

lía abortus cepa 19 y por tanto se indujo una respuesta a base de

Ig K* Posteriormente fue aumentando la producción de Ig G hasta -

casi constituirse en la única inmunoglobulina alrededor de las 10

semanas*

El bovino T3 (Figura 10 ) dio al comiendo una respuesta—

en base a Ig 14 pero no tan alta y duradera como la del caso ante

rior.

El bovino I (Figura 11) dio desde un principio una res

puesta a base de Ig G únicamente. Este animal an es de comenzar -

con el plan de inoculación, presentaba un título aglutinante de -

1/25, por lo cual no es de extrañar que se hubiera producido ex

clusivamente Ig G.
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CUADRO VIII

(Bovino I )

Muestra

1P

Fecha

Obtención

Título Aglutinante Directo Título A¿iut« 

total (Coombs)Sin 2 - ME Con 2 - kT

1 15-17-81 512 32 512

2 29-IV-81 512 64 512

3 15-V-81 512 128 512

4 29-V-81 512 256 1024

5 16-VI-81 256 256 256

6 3O-VI-81 256 256 512

7 23-VII-81 256 256 512

8 7-VIII-81 256 256 512

9 27-VIII-81 512 512 1024

10 ll-E-81 1024 — 1024

11 25-IX-81 1024 — 1024

12 9-X-81 1024 — 1024

13 25-X-81 128 — 256

14 20—XI—81 256 ■— 512

15 23-XII-81 512 — 1024

16 17-11-82 256 — 1024

17 17-111-82 512 — 4096

18 7-VI-82 64 1024
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CUDRO IX

(Bovino I^)

Muestra

IIo

Fecha

Obtención

Título Aglutinante Directo Título Agluto 

total (Coombs)Sin 2 - KE Con 2 - KB

1 15-17-81 512 512 512

2 29-17-81 512 512 512

3 15-7-81 512 512 512

4 29-7-81 512 512 1024

5 16-71-81 256 256 512

6 30-71-81 512 256 1024

7 23-VII-81 256 256 512

8 7-VIII-81 512 512 1024

9 27-VIII-81 256 256 1024

10 ll-IX-81 256 — 1024

11 25—IX—81 512 — 512

12 9-1-81 256 — 512

13 25-X-81 256 — 512

14 2O-XI-81 256 — 512

15 23-XII-81 512 — 512

16 17-11-82 256 — 512

17 17-111-82 512 — 2048

18 7-VI-82 128 — 512
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(Bovino -I )

CUADRO X

Muestra Fecha

Obtención

Título Aglutinante Directo Título Aglut. 

total (CoomUs)Sin 2 - ME Con 2 — ME

1 15-IV-81 1024 512 1024

2 29-IV-81 512 256 512

3 15-V-81 256 256 256

4 29-V-81 256 256 256

5 16—VI—81 256 128 512

6 3O-VI-81 256 128 512

7 23-VII-81 256 256 512

? 7-VIII-81 512 512 1024

9 27-VIII-81 512 512 1024

10 ll-IX-81 1024 1024

11 25-IX-81 512 1024

^ 9-X-81 512 — 1024

13 25-X-81 256 — 512

14 20-XI-81 256 512

15 23-XII-81 512 — 1024

if 17*11-82 256 — 1024

17 17-111-82 512 — 4096

18 7-VI-82 64 — 1024
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FIGURA 9

Evolución de loe títulos de anticuerpos del bovino I inocu

lado a repetición con Bruce11a Abortus oepa 19* 

-------------------- Prueba de Coanbs 
------ -- ---------- Aglut. directa ain 2 ME 
---- ----------------  * * oon 2 ME
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FIGURA 10

Evolución de loe título® de anticuerpos del bovino I inoculado

a repetición oen BruceIla abortus cepa 19#

----------------- Prueba da Comba 

-------  ------- Aglutu directa sin 2 ME
------------- ' W con 2 ME
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FIGURA 11

Evolución de los títulos de anticuerpos del bovino I^ inoculado 

a repetición con Brucella abortus cepa 19» 

----------------- Prueba de Coombs 

---------------- Aglut. directa sin 2 ME 

---- ------------ * " con 2 MB
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Con respecto a los títulos do anticuerpos coaglutinan—

tes, detectados por reacción de Coombs, en los tres bovinos comen 

zaron a manifestarse a las 8 semanas, y se mantuvieron sin elevar 

se mayormente y con ligeras oscilaciones hasta las 44 semanas en— 

que experimentaron una elevación qu4 se mantuvo hasta el final — 

del plan de experimentación#

A los fines de averiguar si esa diferencia de título e- 

ra consecuencia de una mayor sensibilidad de la reacción de Coombí 

respecto de la aglutinación directa, o bí se trataba de anticuer

pos de bloqueo funcionalmente univalentes, se analizó la capaci— 

dad de inhibición de algunos sueros en la forma ya indicada# Los- 

resultados mostraron poder inhibitorio de los sueros con alto tí

tulo de anticuerpos detectados por reacción de Coombs, lo que con 

firma la presencia de anticuerpos de bloqueo#
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DISCUSION

Este trabajo se programó oon la intención de estudiar - 

la responsabilidad, que los anticuerpos coaglutinantes (bloquean

tes) podrían tener en el desarrollo de los mecanismos de cronici

dad de la brucelosis bovina. Es por ello que el plan de inocula— 

Ción de los animales en experimentación consistió de permanentes- 

estímulos a lo largo de todo un año, con el propósito de lograr u 

na constante permanencia del antígeno en el huésped a semejanza — 

de Ip que ocurre en infecciones crónicas naturales.

Los datos experimentales obtenidos indicaron que los an 

ticuprpos de tipo Ig M, fueron producidos luego de las primeras - 

estimulaciones, pero descendieron rápidamente, siendo anticuerpos 

de la clase Ig G 105 que permanecieron durante todo el período que 

¡duró el plan de experimentación.

Con el propósito de determinar si existían anticuerpos-
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co aglutinantes específicos ("bloqueantes) se empleó la prueba de -

Coombs.

El título por Coombs, si bien al comienzo fue negativo, 

y luego se mantuvo en niveles moderados, definió picos elevados - 

con alalias diferencias en relación al de anticuerpos aglutinan— 

tes, sobre el final del plan de inoculaciones»

Tales diferencias de títulos se debieron a la presencia 

de anticuerpos coaglutinantes y no a un aumento de sensibilidad - 

provocado por la reacción de Coombs, como se prueba mediante ensa 

yo de bloqueo o inhibición de la aglutinación»

El método de Heidelberger y Kendall des crip to para sepa 

ración de anticuerpos coprecipitantes y precipitantes fue aplica

do a la separación de los anticuerpos aglutinantes y coaglutinan

tes existentes en estos sueros» La preparación obtenida de anti— 

cuerpos aglutinantes estuvo libre de anticuerpos coaglutinantes,- 

ein embargo la de anticuerpos conglutinantes resultó impurificada 

con aglutinantes, si bien ce logró un importante enrj cuocLcionto»

Para dctcrr.inc.r en qué clase de inmuñoglobulina estaba- 

la actividad anticuerpo de estas fracciones, se pasaron cor sepa

rado los materiales obtenidos en las inmunoadsorcioríes seriadas,— 

a través de una columna de EAE - Sephadex A - 50, eluyendo en am 

bos .casos un único pico a la polaridad de 0,02 K, lo que es carao 

terístico de la Ig G^ bovina» Ko se detectaron otros tiuon de in- 

nunoplobulinas con especificidad para el antígeno utilizado’.

Mediante innunoelectroforesis ambos tipos de ontiouer—
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pos originaron una banda con características de Ig G^ frente a un

suero de conejo anti gamma^lobulina bovina.

Cuando estas poblaciones se estudiaron mediante inmuno- 

difusión radial frente a un suero de conejo anti gammaglobulina - 

bovina se halló uha total, identidad entre las bandas f oirá adas por

los anticuerpos aglutinantes y coaglutinantes, lo cual demuestra

que no existen diferencias antigénicas en ellos.

Cuando estos anticuerpos se enfrentaron a un homogcnoi- 

zado de bacterias fracasaron en producir precipitación, unto era

do esperar en los anticuerpos coaglutinantes pero nos sorprendió- 

en los aglutinantes. Realizados algunos ensayos con el fin de po

ner luz a esto respecto, hallamos que sueron inmunes producían — 

precipitación con el homogeneizado. peto nos dice que los anti--  

cuerpos purificados mediante inmunoadsorcionos con bacterias ente 

ras solo ¡guardan especificidad para antígenos superficiales de — 

Brucella, abortus y que estas fracciones antigónicas superficiales 

no estarían presentes en el sobrenadante resultante de homogenei- 

zar los microorganismos. Tampoco podemos descartar la posibilidad 

que esos antígenos superficiales estuvieran en pequeñísimas can ti 

dad.es en nuestras preparaciones o bien que en estado soluble no - 

pudieran inducir la formación de precipitado por su naturaleza — 

bioquímica (44)•

Trabajando con el mismo homogeneizado y sueros incunes- 

sc consiguieron bandas do precipitacióff mediante inmunoolcctrofo-

resis me correspondían a la clase de Ig G^. fistos anticuerpos,
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dirigidos hacia cintílenos no expuestos en la /bacteria entera, fue 

ron excluidos en las inmunoadsorcioncs, lo que explica, que la po 

ilación purificada de anticuerpos aglutinantes fracasara en la — 

formación ¿c una banda de precipitación.

Estos resultados nos están indicando además, que las — 

"bacterias inoculadas fueron precesadas en el huésped, exponiendo- 

ai sistema inmunológioo antígenos intemos, de manera tal que el- 

título de estos anticuerpos nos permitirían medir la eficiencia - 

de los mecanismos que conducen a la lisis del microorganismo, y — 

tal vez este aspecto merecería una consideración futura*

Los ensayos de depuración sanguínea de Brucella abortus 

^^1 en ratones que recibieron diluciones aglutinantes y no aglu

tinantes, poro con Coombs positiva de los sueros obtenidos, nos— 

traron resultados que ponen en evidencia la incapacidad de los an 

ticuernos coaglutinantes para formar agregados con el antígeno — 

que conduzcan a un aumento de la velocidad de la fagocitosis* — 

(K = 0,03). En cambio los anticuerpos aglutinantes se comportaron 

favoreciendo la depuración sanguínea como puede verse en su índi

ce de fagocitosis correspondiente a un valor de 0,06*

Si tenemos en cuenta que estos dos tipos de anticuerpos 

se hallaron simultáneamente en sueros de los animales en experi— 

mentación y que ambos compiten por el antígeno, la capacidad de - 

fagocitosis dependerá de la relación molar entre ambos, ya que co 

mo deter.:.inaron otros autores la constante de afinidad es semejan 

to*
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Cuando se probó la capacidad de protección de los anti

cuerpos aislados, en ratones que recibieron bacterias vivas, Ios- 

anticuerpos aglutinantes contribuyeron a la protección del animal 

disminuyendo el número de bacterias presentes en el bazo al cabo- 

de siete días en relación a los controles que no recibieron anti

cuerpos. Por el contrario los coaglutinantes además de no ejercer 

efecto protector, se comportaron como facilitadores de la multi— 

plicación bi?,cteriana en iguales condiciones.

Hemos descartado que este sucqpo se debiera a un incre

mento de la captación de bacterias por el bazo, puesto que los — 

plaqueos de bazo a tiempos más cortos (24 y 72 horas) mostraron - 

que el numero de colonias recuperadas en los animales inoculados— 

con los coaglutinantes era igual o inferior al de los controles.

listo comportamiento fue corroborado con anticuerpos coa 

glutinantes, que también correspondían a la clase Ig G^, aislados 

de un toro que padecía de brucelosfs desde hacía varios años.

Los resultados obtenidos por nosotros concuerdan con lo 

observado en trabajos previos en otras especies y empleando antí

genos particulados distintos de Brucella abortus (42), como tan— 

bien con los experimentos realizados por Jorget y Borduás en po— 

líos hiperestimulados con Brucella abortus cepa 19, aunque estos- 

autores no trabajaron con anticuerpos purificados (23).
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C ONC LU SIONUS

Bovinos hiperestitulados con Brucella abortus cepa 19 e 

laboraron anticuerpos aglutinantes y conglutinantes (‘bloqueantes’)

pe r teño c i en te s ambos a la cíese 1,7 ^.^

Los anticuerpos ooaglutinantes no aglutinan las ‘bruce— 

las, a pesor de estar firmemente unidas a ellas como le demuestra 

la Prueba de Coombs, comportándose como "funcionalmente univalen

tes" y a su ves bloquean la aglutinación cuando so incuban con el 

antígeno .antes de la adición de los anticuerpos aglutinantes.

So muestran incapaces de favorecer la depuración sanguí 

noa de brúcelas en ratones inoculados y facilitan la multiplica— 

ción bacteriana en bazo.

’’otos hechos demuestran que los anticuerpos coaglutinan 

tes, o los sueros con franco predominio de'ellos, son incapaces - 

de favorecer la eliminación y/o dáno del antígeno, y considerando 

que compiten con los anticuerpos aglutinantes por las brúcelas — 

producirían en definitiva un aumento de la permanencia del an tí ge 

no en el huésped.

Teniendo en cuenta este particular comportamiento bioló 

gico, su aumento en el curso de las inmunizaciones y el hecho de

que hoyan sido detectados en distintas enfermedades bacterianos y 

parasitarias crónico/;, nos remite otorgarles un significativo — 

grado de responsabilidad en la inducción y/o mantenimiento 'le la- 

cronicidad en la brucolosis bovina.
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RESUMEN

Un lote de ‘bovinos de raza Hereford fueron inoculados a

repetición con Brucella abortus copa 19 durante un período de do

ce meses, Elaboraron anticuerpos correspondientes a la misma Ig M 

e Ig G, siendo los últimos los que predominaron y persistieron — 

basta al final del experimento.

Los anticuerpos de la clase Ig G correspondieron a dos

poblaciones de anticuerpos diferentes: aglutinantes y no agluti— 

nantes o bloqueantes, éstos delectados por reacción de Coombs. Am- 

bos tipos de anticuerpos fueron separados mediante inmunoadsorcio 

nes seriadas y purificados por cromatografía de intercambio ióni

co. Se los caracterizó como pertenecientes a la clase Ig G , sien 

do estudiados sus propiedades inmunoquímicas y biológicas.

Los anticuerpos aglutinantes fueron capaces de agluti— 

nar al antígeno, fijar complemento y facilitar la depuración san

guínea de Brucella abortus cepa 19 marcada con en ratones e- 

inhibieron la multiplicación de Brucolla abortus en el bazo de ra 

tonco inoculados con estas bacterias.

por el contrario los anticuerpos conglutinantes, fueron

incapaces de facilitar la depuración sanguínea de "bacterias y fa

cilitaren su multiplicación en bazo.

A la luz de estos resultados postulamos la hipótesis de

que estos anticuerpos intervendrían en el facilitamiento de la- 

permanencia y multiplicación de las brúcelas en el huésped, sien-
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do éste, uno de los mecanismos responsables de la iniciación y/o- 

mantenimiento de la cronicidad en la brucelosis bovina.
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SUMARY

Study of biological properties of agglutinating and non-agglut 

inating antibodies produced in bovine brucellosis»

Hereford cattles were repeatedely inoculated with Brucella a—

bortus strain 19 for twelve months.

Antibodies elaborated belonging to classes Ig M and Ig G, the—

latter being the ones that predominated and. persisted till the end of —

the experiment.

Ig G antibodies were related to two different types of anti-

bodies: agglutinating and non-agglutinating, the latter being detected by

Coombs´ texts. Both, agglutinating and non-agglutinating antivories, were

specifically purified by immunoadsortion and latter purified by ionic —

exchange chromatography. They were characterized as Ig G, and its -

immunochemical and biological properties were studied.

Agglutinating antibodies were able to agglutinate the antigen, 

fix the complement and increased blood clearance of brucella abortus — 

strain 19 marked with 131I in nice and inhibited the multiplication Of - 

Brucella in mice spleen inoculated with these bacteria.

On the other hand, the co-agglutinating antibodies unable to — 

facilate the bacterial blood clearenoe and enhanced its multiplication — 

in spleen.

Owing to these results we postulate that these antibodies ----  

would facilitate the permanence and multiplication of bacteria in the — 

guest. This mechanism would be responsible for the beginning and ——— 

maintainans of chronic cattle Brucellosis.
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BEGLWO DE TESIS
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