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THTRODICCION

El contacto de bovinos con Brucella abortus ya sea por-

vacunacién o infeccibn, despierta mecanismos inmunolégicos humora

les y mediados por células,
!

Sin embargo, trabajando con la cepa 19 de este microor-

ganismo, no se ha podido demostrar correlacién en la evolucién de

ambag respuestas (1 - 3).

Es conocido el hecho que la Brucella abortus tiene la -

propiedad de sobrevivir y replicarse en el citoplasma de células~
fagociticas (4, 5), estando en esas condiciones resguardada de —

los enticuerpos humorales.

La eliminacién de esas bacterias requiere participacién
de linfocitos dependientes del timo (linfocitos T) que segregan u

na variedad de factores no - inmunoglobulfnicos llamados linfoki-

15



nas (6, 7)e

Esto, de ningiin modo significa que la inmunidad humoral
no juegue un rol activo en distintos mecenismos de agresién a Bmu

cellas.

As{, Cunningham (10) reporta que la transferencia de an
ticuerpos calostrales protegen a termeros expuestos a Brucella a-—
bortus al nacimiento (secreciones uterinas) y posteriormente ali-
mentados con leches infectadas. Observa que los anticuerpos mater

nos protegen al 85% de los terneros en experimentacién.

Trabajos previos indicaban que la transferencia pasiva-

de sueros de animales inmunes a Brucella abortus no conferia inmu

nidad a animales adultos normales ni detenia la infeccién en bovi

nos enfermos (85 9)

Més recientemente, Bascoul y colaboradores, muestran ——
que la administracién de sueros inmunes puede inhibir el desarre-
1lo de Brucellas dentro de un organismo (11). Confirmando protec—

cién a ratones no inmunes contra brucelosis éxperimental.,

Con respecto a la clase de immunoglobulinas que apare—
cen en suero ¢omo consecuencia de la wvacunacién o de una infec——

cién se han realizado numerosos estudios,

La vacunacién con cepa 19 en bovinos induce la formacidn
de Ig ¥ a los cinco dfas, alcanzando su méximo nivel a los trece-

dfas, Anticuerpos de la clase Ig G aparecen mis tarde haciendo un
pico a los 28«42 dfas.

16



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 infeccién =
natural va seguida de la aparicién de Ig M e Ig G, pero contraria
mente a lo que sucede después de la vacunacién, desciende tnica—

mente la concentracién de la Ig M (12),

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

Brucella abortus que aparecian en suero siguiendo la vacunacién -

de vacas y terneras con cepa 19 perteneci{a a las clases Ig M e —
Ig Gi o En terneras los niveles de anticuerpos de la clase Ig M -
se incrementaban rédpidamente después de la vacunacién llegando a-
un pico miximo entre los dfas 14~16. En contraste los anticuerpos
de tipo Ig Gl se elevaban mis lentamente llegando a valores picos
entre 16 y 32 dias. En animales adultos esos picos de anticuerpos

fueron menos pronunciados,

En animales adultos y terneros los anticuerpos anti Bru

cella abortus asociados a Ig 02 fueron producidos en menor canti-
dad.

Beh encuentra en vacas clasificadas serolégicamente co-
mo infectadas, que la mayoria de los anticuerpos séricos fueron -

de la clase Ig Gl » con pequefias 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 estd asociada con la Ig Gi e Ig ¥, estando ausente en -

17



la Iz G2 .

la actividad aglutinante se encontré asociada a las —

tres clases de inmunoglobulinass Ig N § Ig Gl e Ig G2 .

En suero de animales infectados se han detectado anti-
cuerpos precipitantes que reaccionan con antigenos difcrentes a a

quellos que lo hacen con los aglutinantes (44).

El suero de personas y animales brucelosos suelen mos—
trar reacciones de aglutinacién negativa, debida a anticuerpos —

existentes en &1, que bloguean al antfgeno e impiden la aglutina-

ciﬁn,

La presencia de esos anticuerpes blogqueadores ha sido -
sefialada por varios autores, entre ellos Tayhor y Lisboune, quie-
nes en 1935, los llamaron “sustancias inhibidoras" de la aglutina

¢idn.

Grifits demostrd que pueden existir en personas bruceld

sicas donde el serodiagnéstico es negative (16).

En el afio 1945 Coombs (17) 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 diagnéstico de-
la brucelosis en el hombre y los animales (18 - 22),

Forget y Borduam (23) hallaron anticuerpos coaglutinan—

tes en suero de pollos inoculados repetidamente con Brucella abor

Jus cepa 19. Esos sueros, inyectados a pollos pequefios previo a =

-

18



las bacterias vivas, provocaron un incremento en la proliferacidn

de los gémmenes en el bazo.

Mc 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 antigenos -
solubles, aparece un tipo de anticuerpe, qud si bien se puede ha-
llar en los precipitados ant{geno anticuerpo, es incapaz de produ

eir ia precipitacién por si solo.

Heidelberger y Kendall (34) en 1935 fueron los primeros
en describir en sueros precipitantes de ponejos ese tipo de anti-

ouerpos,

Por no producir la precipitacién por si solos pero co—
precipitar sobre los complejos antigeno ~ anticuerpos, fueron 1la
mados co-precipitantes y considerados univalentes para justificar
Bu comportamiento de acuerdo a la teorfa de la precipitacidén en -

enrejado (35).

Fiset (36), trabajando en zona de equivalencia con anti
cuerpos de conejo anti seroalbimina bowina y anti ovoalbimina, ha
116 que al ir reemplazando partes crecientes de anticuerpos preci

pPitantes por su hom8logo coprecipitante, la masa de precipitado -

19



obtenido al incubarlos con el antigeno correspondiente iba decre-
ciendo a medida que crecfa la relacibén anticuerpo coprecipitante/
anticuerpo precipitante, pero siempre la cantidad de precipitado~
erp mayor a la obtenida sin agregar la dosis de co-precipitante.-
Esto estd diciendo que estos anticuerpos se unen al antigeno espe
cifico y coprecipitan, pero no son capaces de iniciar la precipi-

tacién.

Con respecto a la imposibilidad de los anticuerpos no -
precipitantes de iniciar y producir la precipitacibén del antigeno

se elaboraron distintas hipbtesis para explicarlas

a) los anticuerpos no precipitantes serian hemimolécu~—

las,

b) Poseerfan un nimero mayor de puentes disulfuto entre
las cadenas H (pesadas), de manera de restar flexibilidad a la mo
lécula, dificultando la unién a un segundo grupo antigénico.

¢) Tendrfa muy baja afinidad por el antigeno y se ela~

boraria al comienzo de la inmunizacién,
i

d) los fragmentos Fc de estoe anticuerpos tendrfan car-

&a que causarfa repulsién y dificultarfa la precipitacién.

En 1972, Margni y Binaghi aportaron argumentos que dese
chan esag posibilidades (33). Asi, trabajando con poblaciones pu-
rificadas de anticuerpos precipitantes y co-precipitantes de cone
Jo con especifidad pare ovoalbimina y DiP, demostraron identidad—
entre ellos y con Ig G normal de conejo, mediante inmunoelectrofo

resis e inmunodifusién radial.

20



Empleando anticuerpos co=pre¢ipitantes de conejo marca-

325

dos con I demuestran que el tamario molecular es el mismo que -
el de la Ig G normal, como qued$ demostrado al coincidir el pico-
elufdo de Sephadex G - 200 determinado por medida de la densidad-

Sptica (DO) a 280 nm y por medida de radioactividad.

Una baja afinidad por el antigeno queda desechada luego
de estudios de la medida de Ko (constante de asociacién intrinse-
ca promedio) por equilibrio de diflisis con coprecipitantes Ig G

e Ig G, de cobayo (37,

1

El fragmento F (ab' )2 de anticuerpos coprecipitantes —
no produjo precipitacién con el antigeno, con lo cual también se-

descarta la parbicipacién de Fc en ese impedimento.

Utilizando Ig G1 coprecipitante de oveja, se determiné-—
que la valencia de esos anticuerpos es dos, con distinta afinidad

de combinacién por el antigeno (38).

1

g En cambio, con Ig G. precipitante se demuestra la pre—
sencia de dos sitios de cambinacidn de igual afinidad.

Todq esto habla de la presencia de un sitio de combina-

cifn de alta y otro de baja afinidad em la molécula de estos anti

cuerpos.
i

En cuanto a sus propiedades biolégicas, las Ig G preci-
Pitantes y coprecipitantes de conejo se mostraron capaces de des—
encadenar anafilaxia cutinea pasiva en cobayo, a pesar que la dos

#ig minima requerida de coprecipitante fue mayor (33). S8lo la de

21



tipo precipitante fijé complemqpto.

En equinos inoculados con DNP - gammaglobulina humana,-
se aislaron y purificaron anticuerpos precipitantes y coprecipi—
tantes correspondientes a tres de las sub-clases de Iz G (Ig G, »

Ig G e Ig Go) (39).

Ambos tipos de anticuerpos, precivitantes y coprecipi—
tantes, de conejo, cobayo y oveja, con especifidad a DNT, fueron-
ensayados en su capacidad parq mediar citotoxicidad (52). Fmplean
do como células blanco glébulos rojos de esas tres especies, dini
trofenolados y marcados con 51Cr, como células efectoras linfoci-
tos periféricom, los anticuerpos precipitantes y coprecipitantes-
de las diferentes especies mostraron capacidad para mediar citoto
xicidad siempre que no existiera homologfa entre células efecto—

ras y anticuerpos.

En lo que a fagocitosis ateiie, Unicamente los anticuer—
pos precipitantes favorecen la depuracién sanguinea de antigeno,-

.8iendo inefectivos los coprecipitantes o

En trabajos realizados en nuestro laboratorio con cone-
Jjos estimulados repetitivamente con antigenos particulzdos T—=de—
pendientes (Salmonella typhimurium), se ha demostrado que se sine

tetizan anticuerpos aglutinantes y coaglutinantes contra el ant{-

geno, (44)

Los anticuerpos aglutinantes y no aglutinantes fueron -

de la clase Iz G, Los estudios de filtracién por geles demuestran

22



que ambos anticuerpos tienen cl nism® tamaliio melecular, lo que —

descarta lo nosibilicdad de que los enticuerpos que no gglutinan -

4

nudicren ser heninoldculas univaleniese

Con respecto a la cepacidad de activar el convlemento,—
los anticvervos coazlutinentes se mostraron inefectivos, mientras

que loc eslutinontes 1o hicieron.

ensayos sohre fagocitosis mostraron marcadas difo~

©

Los
rencias entre los dos tipos de anticverpos. Los aglutinantes favo
recicron 1o depuracibn antigzénica, mientras que los coaglutinon—
tes no indujeron esta deruracién o lo hicieron cn menor ;rado.

T encayos de proteccidn en ratbn, los anticuerpos no 2
sglutinantes requiricron dosis superiores a la de los anticuernos-

aclutinantcs para ejorcer un efecto eguivalente (42).

Pocos autores se han ocupado del cctudio de loz necanis

nrunidad cn brucelosis bovina, otorgéniole aten

L-.

»,

moc hwieralcs de
cidn e imvortancia =8lo & nivel diaméstico, no habviéndoze reali-

zado hacta el momento traebajos sobre los anticuernos coaglubinan—

A
[

tes producicdos con intencidn de diluzidar su comrortanicnte biold

B

ico in vivo e in vitro, ramén por la cual lo abordlarenoz en esi

Songidercnco el comworla:iento varticulsr de los anti—
cucrros conslutinentes aislodos de congjos catinulefon roietioe
cidn con wn antizeno nexrticidalo, ineficncin en ¢l Trvorcci——

niento Gc la fanocitonic, on la fijacidn y activacidn del coznle-

menso, enn lo proteccidn del hufaned a lu infeccidn cwine




¥ el hecho de haberse denostrade su presencia en sueros de pacien
tes coil parasitosis crénicas (chagas, triquinosis), y bacterianas
(brucelosiz, gonococcia), este trabajo estudia el comporianiento-—
bioldzico e immuinoquimico de anticuerpos coazlutinantes nroduci—

dos por bovinos inycctadoz revetitivamente con Brucells sbortus -

cepa 19 y de aguellos obicnidos de casos de animales infectados =
on foma natural, con el fin de trator de interpretar el parsl —
que podrian tener en los mecanimmos de iniciacibn y/o estableci~—

nicnto de lo cronicidad de la enfermedad.

%l trebajo se realiznd en ¢l “laboratorio de Imiunoquimi-
ca (Instituio de Biologfa) dependiente de la Universidad Tacional

del Ceutro de la Irovinciz de Tuenos Aires.

Los animales de experimentacidn fueron cedidog por la -
Facultad de Ciencias Velerinariaos de la Universidad Nacional del-
tentro de lz Trovincia de T™uenos Alres.

3¢ contd con le gymda econfmica proveniente de Subgie—
dios de la fwmisidn de Invesiigsaciones Jientificas de la Yrovin—

cia-de Duenos AlTcce.
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MATERTALES Y METODOS

A

Antigeno utilizado., Se empled como tal una suspensién -

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

el Centro Panamericano de Zoonosis.
i
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-
ras lavar y pelar algunas papas crudas y sanas, cortar 250 g en -
finas rodajas y, evitando en lo posible su exposicién al aire, in
trodiicirlas en 1.000 ml de agua destinala, Hervir la mezcla duran

te 30 minutos. Filtrar después por gasa.

Reconstituir el filtrado con agua destilada hasta 1.000
ml y afiadir los siguientes ingredientes; cloruro sédico, 5 gj pep
tona 10 g3 extracto de carne de buey, % 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, afia—
diendo una solucién de hidréxido de sodio al 10%. Poncr por dlti-
mo el medio en autoclave durante 20 minutos a una temperatura de-
120 ¢ ¢,

Los microorganismos cultivados fueron recogidos en solu
¢ifén salina estabilizada con fosfatos en pH 6,3, preparada de la-

manera siguientes disolver 0,5 g de fosfato monosédico dihidrata—

do (Na E, FO 4 * 2 HZ))s 0,22 g de fosfato disédico anhidro
(NaZH P04); ¥y 8,5 g de clorure de sedio, llevando a 1.000 ml con-

agua destilada. Controlar el pH y esterilizar.

El mimero de gérmenes por mililitro de suspensién termi
nafa se determihé empleando el método de recuento de gémmenes via
bles del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de Amé
rica, descripto a continuaciéns para preparar las diluciones nece
sarias se emplean ocuatro frascos de Pyrex con tapén de caucho o -
tapbn roscado. En tres de los frascos se vierten 99 ml de solu—
cifn peptonada estéril (solucién al 1% de peptona y 0,57 de cloru

ro de sodio en agua destilada), y en e} cuarto frasco se vierten-
90 ml.

Con pipeta se introduce 1 ml de la suspensién de gérme-
nepg perfectamente resuspendida en el frasco N° 1 que contiene 99~
!n;oi de solucién peptonada y se agita la mezcla durante un minuto.-
Se pasa 1 ml de esta suspensidén al frasco N° 2 y luego de agitar—

se repite la operacién con el N¢ 3,

Después de agitar el frasco N® 3 se transfierepn 10 ml -
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al frasco N° 4, que contiene 90 ml de solucién peptonada, agitan-
do de la misma manera como se hizo oon 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 ml de la dilucién procedente del] frasco N° 3.

Para obtener una dispersibn uniforme se extienden las—
placas con una varilla de platino o de cristals. Del mismo modo, -
en cada una de cuatro placas de agar papa se extiende el mismo vo
lumen de la dilucién del frasco N° 4. Para conseguir la wdxima —
exactitud se preparan siempre varias placas con cada dilucibn, —
Las placas serbradas se colocan boca abajo y se incuban durante 4
dfes a 37° C, después de lo cual se cuenta el nimero de colonias.
Se hace el conteo del nimero de colonias por placa, si se sembra-
Ton fariaa se hace un promedio. Luego se multiplica vor la dilu—
‘¢cibén sembrada y esto nos di el nimero de gérmenes de nuestra sus-—
‘pensibn original en 0,1 ml que fue la cantidad que se sembrS. Por

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

i f
|
La suspensién microbiana que se utilizé para inocular -
log animales fue ajustada a una concentracién de 10 X 109 midroor
ganismos viables por mililitro, utilizando solucién salina estabi

lizada con fosfatos como diluyente,

Previo a su utilizacién se le hicieron los sigpientes -
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controless

Pruebas de identidads

I

a) se hicieron extendidos en portaobjetos, coloredndose
|
por ¢l método de Gram. Se observé ls presencia exclusiva de coco-

bapgilos Gram negativos,

b) Siembra en agar papa en tube inclinado, incubacibn a
37° ¢ durante 4 dfas y observacién del aspecto peculiar y caracte

ristico de las colonias.

Pruebas de disociaciéng Se cultivé una muestra del lote

en agar papa 0 en agar tripticasa soja y examiné bajo ildminacién
reflejada oblicua. Se utilizé el método de tincién con cristal —
violeta. La solucién madre del colorante se preparé disolviendo -
28 d? cristal violeta certificado en 20 ml de alcohol absoluto y-
0,8 $ de oxalato aménico en 80 ml de agua destilada; una vez que~
se hén disuelto por completo ambas soluciones, se las mezcla para
formar la solucién madre. Inmediatamente antes de emplearla debe—

diluirse a 1 s 40 en agua destilada.
P '

I

| Las placas se cubrieron con la dilucidn del colorante -
dura?te 15 a 20 segundos, y después de verter &ste en un frasco -
eon ﬁesinfectante se examinaron inmediatamente con un microscopio
estereoscSpico. Las colonias lisas no taman el colorante; las di-
sociadas se tiilen en distintos tonos de rojo y violeta y en su su
perficie pueden presentarse grietas radiales. Se utilizaron sus—

pepsiones de Brucelas con 95% o mis de c¢olonias pertenecientes a-

la. variedad lisa (27).
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Animales e inoculacibénsg Una ternera de raza Hereford de

'seis meses de edad, no vacunada con anterioridad contra brucelo—
sis, y dos hembras de cuatro afios, vacunadas contra brucelosis -
cuando terneras, sanas y también de raza Hereford, fueron inocula
gaa quincenalmente, durante doce meses, por via subcutdnea con 5
ml de la suspensién microbiana usada como antigeno en una concen-
%raci6n de 10 X 109 bacterias / ml, Previo a cada inoculacién los
animagles fueron sangrados de la vena yugular y los sueros obteni-

dos §nalizados por separado.

Se tomaron muestras de sangre de animales enfermos natu
ralmente (50 muestras), entre ellos, de un toro con diagnéstico -

de brucelosis crénica,

Muestras de suero de varios animales infectados experi—
mentalmente en el Centro Panamericano de Zoonosis, gos fueron gen

tilmente cedidas.
i
Dosaje de anticuerpos aglutinantes., Se efectuaron aglu-

tinaciones en tubo usando 0,2 ml de diluciones seriadas de suero-
en razén dos, e igual volumen de suspensién antigénica. Como sus-
-pensién antigénica se utilizf la misma empleada para inocular los
‘animples, pero en este caso las bacterias fueron muertas por ca—
lor sometiéndolas durante 1 hora a 95° ¢ en bafiomarfa. Iuego de —
tres lavados con solucién salina estabilizada se ajusté a una con

centracién celular de 0,135%i
|

La mezcla de lam diluciones seriadas de suero y antige-

no. fue incubada a 37° C durante 60 mimutos. Iuego se efectud la —
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lectyra a ojo desnudo y con luz transmitida. Se expresé como titu

lo 1la inversa de la mixima dilucibn aglutinante.

Dosaje de anticuerpos no aglutinantes. En todos aque—

1lps tubos de las series correspondientes al dosaje de anticuer—-
pos aglutinantes, que no dieron aglutinacién directa, se investi-
tgGgla prepencie de anticuerpos no aglutinantes fijados a las bac-
terias, mediante reaccién de Coombs (17). Para ello las suspensio
nep hacterianas fueron lavadas con solucién salina estabilizada -
(SBEy Na C1 0,15 N, fosfatos 0,01 M, pH T,4) y puestas en contac-
‘to con suero de conejo anti gammaglobulinas de bovino, en concen-
tracibén adecuada e incubadas a 37° C durante 60 minutos. E1 titu—
iloéde anticuerpos totales, al igual que con los anticuerpos aglu-—
‘tinantes, fue considerado como la inversa de la maxima dilucién -
qup qeba aglutinacién. La diferencia entre éste y el de anticuer-
pos aglutinantes, permitid obtener el t{tulo de los no aglutinan-
teg.

|
Obtencién del suero de Coombs. El suero anti gaumaglobu

'iina§ de bovino empleado fue preparado em conejos de la siguiente
;mapefa: se inoculé subcutdneamente en las caras internas de las -
pataT 1 nl de gammaglobulina bovina (10 mg/ml) mezclado con igual
'vo;uhen de adyuvante de Freund completo., Una semana después se —
;prgpgré idéntica mezcla e inoculd cuatro dosis de 0,5 ml a lo lar
Tgo dé la columna vertebral. A las tres semanas se repitié una ino
jeulacién igual a la primera., Los animales fueron sangrados a blan
60 cuando sus sueros mostiraron un titulo adecuado. La gammaglobu-

lina bovina se obtuvo por precipitacién salina con sulfito de amo
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nio a partir de un conjunto de sueros normules. Para ello se agre
26 lentamente y con agitacién continmua un volumen de solucién sa-
turada de sulfato de amonio (760 g / 1 = pH 7) a un volumen de —
suer¢o bovino. Fl precipitado se separ$ por centrifugacidn durante
30 minutos a 5.000 r.p.m., en centrifuga refrigerada y fue redi—
suelto en un volumen de agua destilada igual a la mitad del ini—
cial de suerocs El mismo volumen de solucibén de sulfato de amonio-
a 2/3 de saturacién se adiciond al anterior, de manera de obtener
una concentracién salina correspondiente a 1/3 de saturacién. Lue
go de separar el precipitado por centrifugacién y redisolverlo en
agua destilaia, se repitié tres veces la operacidén anteriormente-
descripta. La solucién de gammeglobulinas fue dializada contra —
SSE hasta que el 1fquido de didlisis diera reaccidn negativa de -
sulfatos mediante agregado de gotas de cloruro de bario al 5% y -
su concentracién fue medida por lectura espectrofotométrica a 280
nm, prefia centrifugacién a 5,000 re.p.m, durante 30 minutos, para
eliminar la proteina desnaturalizada. Para las conversiones de —
densidad Sptica (DO) a mg/ml se utilizé un coeficiente de extin—
¢ibn (Ei%;m) de 13,7 (28). La DO, a 280 nm de longitud de onda, -
multiplicada por 1 / Ei%;m da los g % de esa proteina.

%

Si en cambio, la DO es multiplicada por 10 / Ei o -
cm
bien por 0,73 , se obtendrdn los mg de gammaglobulina bovina por-—

ml de solucidn.

Este factor se emple§ cada vez que fue necesario medir—

la concentracién de anticuerpos en soluciones puras.

31



Homogeneizado de Brucella abortus. Treinta ml de una —

11
suspensién en SSE de Brucella abortus vivas de 1,2 X 10 bacte—

rias/ﬁl fueron homogeneizadas por sonicacién con un desintegrador
ultrasénico Megason, durante 60 minutos en mixima potencia (300 W)

Yy en baiio de hielo.

Los microorganismos que resistieron el tratamiento y —
fragmentos de ellos, se separaron por centrifugacién a 10,000 r.p
mn. durante 20 minutos. Este antigeno se empled en el cstudio de -
la capacidad precipitante de las poblaciones purificadas de anti-

cuerpos.

Ensayo de blogueo., Diluciones no aglutinantes de suero-

pero capaces de dar reaccién de Coombs positiva fueron puestas en
contacto con la suspensidén antigénica (bacterias al 0,135%) e in-
cubadas a 37° C durante 60 minutos. Previa centrifugacién y lava-
do, esta suspensién fue utilizada para medir la capacidad aglutj-
nante de los sueros en ensayo, Paralelamente se efectué 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 capacidad blogueante fue establecida por la diferen—

cia entre los tftulos aglutinantes de ambas series.
1l

Determinacién de la clase de inmunoglobulina en que es—

tgba la actividad anticuerpo, Fue realizada por inmunoelectrofore

sis, utilizando suero de conejo anti garmaglobulinas de bovino co
mo reactivo precipitante (29), Los productos a analizar provenfan

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

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

Esta disociacién fue hecha por tratamiento con solucidn
amortiguadora glicina - HC1 0,1 M - PH 3, neutralizando ihmediata

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

La inmunoelectroforesis se efectué en gel de agar (Agar
Noble - Difco) al 1,5%, empleando solugibén estabilizadora de Vero
nal sédico, fuerza iénica 0,05 — pH 8,4, la corrida se desarroll$

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

Tras la precipitacién y lavado, las bandas se colorea—
ron ¢on Amido - Schwartz. la solueién ¢olorante estaba constituf-
da pors

Amido schwartz 10 B seessessns 0,100 g

Metanol cececoceccerescsnscssnedd ml

Azua destilada cesescccncessnesdl ml

Acido acEtiCO seesseccssscerne 5 ml

La solucién decolorante empleada tenia la misma composi

‘¢ién que la anterior, pero sin el agregado del colorante.

Los preparades fueron secados a 37® C en estufa con cir

culacién forzada de aire.
q

Aislamiento de los anticuerpos aglutinantes y no aglu—

tinantes. Se utiliza el método descripto para aislaniento de anti
cuerpos precipitantes y coprecipitantes (32, 33)1 Para ello sue—

ron con altos titulos aglutinantes por un lado y de no aglutinan-
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tes (por prueba de Coombs) por otro, se incubaron con sucesivas a
l{cuotas de antigeno, correspondientes a 1/20 de la cantidad de -

bacterias necesarias para la adsorcién total de los anticuerpos.

La suspensién bacteriana usada en las inmunoadsorciones

estaba constituida por una suspensibn densa de Brucella abortus -

Cepa 19 inactivadas por calentamienio a 95° C en bariomaria duran—

te 60 minutos.

Cada agregado de bacterias fue seguido de una incuba——
cibn a 36° C dqurante 1 hora en un bafio de agua con agitacién con-
tfnua (New Brunswick Scientific). Luego de 1 hora a-4° C, se cen=
trifugé a 3.500 rep.ms ~ 15 minutos y se agregd una nueva alicuo-
ta de immunoadsorbente al sobrenadante, conservidndose en heladera
el sedimento, repitiendo la operacién hasta que los sobrenadantes
no aglutinaran las bacterias pero dieran positiva la reaccibn de-
Coombs. A dichos sobrenadantes se les afiadié entonces un exceso -
de suspensidn bacteriana para adsorber los anticuerpos remanentes
Las suspensiones bacterianas que tenfan adsorbidos los anticuer—
poe aglutinantes fueron reunidos y lavados con SSE, procediéndose
ée igual modo con la suspensidén que contenia los anticuerpos sélo

detectados por reaccibébn de Coombs.

Ambas suspensiones fueron tratadas con glicina - HCl //

0,1 ¥ pH 3 & los fines de lograr la desorcidn de los anticuerpos-—
fijados.

Estos sobrenadantes se neutralizaron inmediatamente con

Tris, 0,2 ¥ (Tris hidroximetil - metil amina 0,2 1).
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Purificacién de anticuerpos aglutinantes y no aglutinan

jgg. Ambas soluciones conteniendo los anticuerpos aglutinantes y=-
no aglutinantes se dializaron contra solucién de fosfatos 0,005 M
pH 8, Para esto las soluciones con los anticuerpos se colocaron —
dentro de tripas de celofédn semipermeable previamente hervidas en

agua destilada.

Luego de la didlisis se pasaron por una columna de DEAL
Sephadex A-50 de 10 X 220 mm, estabilizada en la misma solucién -
reguladora. lLa elucibn se realizd mediante gradiente continuo de-—
fopfatos (0,005 = 0,300 ) (50),

Se probé la identidad de las jimmunoglobulinas purifica-
dag por medio de inmunoelectroforesis, (29), empleando suero de -

conejo anti gammaglobuling bovina como reactivo precipitantes

Inmunodifusibén radial, Se wealizd con el propbsito de -

-estudiar la capacidad precipitante de los anticuerpos anti Bruce-
1la, utilizando como antigeno el sonicado de una suspensién de —

‘bmicelas,

Siguiendo la técnica descripta por Ouchterlony (43), se
‘dispuso en una caja de Petri de 6 cm de didmetro una doble capa —
de agar Noble — Difco en SSE, la inferior constitufda por 2 ml al
2% y'la superior por 4 ml al 1%, Empleando sacabocados se efectua
ron en la capa superior siete cavidades de 6 mm de disdmetro, 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 gentral ——
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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.

Iuego de dejar a 25° C durante 24 horas en cdmara hime-—
da, se procedié a lavar con SSE la proteina precivitada, durante—
otras 24 horas. La coloracién, lavado y secado se efectuaron en -

las condiciones indicadas para inmuncelectroforesis,

Dosaje de anticuerpos precipitantes. Se efectuaron pre-

cipitaciones en tubo usando 0,5 ml de diluciones seriadas en ra—
z6én dos de sueron sin adsorber e igual cantidad del homogeneizado

de Brucella abortus camo antigeno, Luego de incubar 1 hora a 37°C

Y 24 horas a 4° C, se hicieron las lecturas a ojo desnudo y con -

lug transmitida.

Obtencién de hemolising. Se prepard por inmunizacidn de

un conejo adulto de 3 Kg de peso, usando como antigeno glébulos -
rojos enteros de oveja o sangre total, seglin el siguiente plan de
estimulacién (45):

dfa antigeno dosis via
| 1 sangre total ovino 0y5 ml Se Cs
3 " " " 0,5 ml "
O - ,
7 " " " 2,0 ml "
9 " " " 2,5 ml "
12 glébulos rojos al 20% 1,0 ml €.V,
14 " nowow 1,0 ml "
16 " mowoow 1,0 m "
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Cuando el tftulo fue el adecuado, el animal fue sangra—

do: a iblanco y el suero separado y titulado.
|

Obtencién del complemento, Como fuente de complemento &

B8e’ empled una mezcla de sueros provenientes de 20 cobayos. Previa

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

Titulacidén de la hemolisinae. Fue hecha con lectura de -

100% de hemélisis. En todos los casos s¢ emple§ como diluyente so

lupién estabilizadora de Mayer.
Solucidn estabilizadora concentrada de Mayer (45)1

NaCl eececnstccscssecccsseetpannscsvcccss 83 g

Veronal s86AiCO ssesesccssscogassoscssccsce 10,19 g

Agua destilada secesccecrcrcefisevccccscee 1,500 ml

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

Soluc. Mg612 1M -_Ca 012 0y3 M covevcces 5 ml
Agua destilada Ce He De eeesseressscccese 2,000 ml
Solucién de trabajo de Mayery diluir la anterior 1/5 —

controlando el pH. Debe ser preparada en el dfa.

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

Luego de agitar, se incubé 30 minutos a 37° C con agita
cibnes peribdicas. Los sobrenadantes de los centrifugados fueron—
lefdos en espectrofotémetro a 530 nm, ajustando a DO cero (Of de-
:hemé%isis) con el correspondiente al tubo 20.

E1l 100 4 de hem8lisis estabe representado por ba lectu~
Ta del sobrenadante 21,
[
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CUADRO I

Tubo ‘ H 1/100 |H 1/100 | Soluc. Mayer | GRC 5% | Suero Cobayo
" (m1) (a1) (m1) @) | 1/30 . (u1)
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
6 - 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
9 | - 0,60 0,40 0,50 0,50

1p - 0,55 0,45 0,50 0,50
11 - 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
17 - 0,20 0,80 0,50 0,50
1? - 0,15 0,85 0,50 0,50
19 - 0,10 0,90 0,50 0,50
20 - - 1,00 0,50 0,50
21 0,50 - " 0,50 0,50

0,50
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£l tftulo hemolftico del suero se calculé por esta ex—
presibng

Dilucién suero

V
donde V es el volumen de suero dilufdo correspondiente al tuto -——

que contiene la mayor dilucién capaz de dar hemélisis total.

Titulacién del complemento. Se empleS uno de 1los mMEto~w

dos mis usados basado en el efecto citotéxico del complemento so-
bre gIébulos rojos sensibilizados por hemolisina y medicién de la

densidad Sptica producida por la hemoglobina liberada.

Se trabajé con la unidad hemolitica 100%, definida para
nuest{ro sistema como la cantidad de suero capaz de hemolisar 1 ml
de sistema hemolitico formado por volimenes iguales de gl6bulos -
rojos de carnero al 5% y hemolisina en concentracién Sptica
(5 AcHloo/hl), en presencia de ca't ¥y Mg?+, a 37° C durante 30 mi

nutos en un volumen total de 2 ml (45).

El protocolo de la titulacién fue el indicado en el cua

dro II.

l
Luego de incubar a 37° C durante 30 minutos se detemmi-

né cudl era la mayor dilucién de suero de cobayo capaz de hemoli-—
sar la totalidad de glébulos rojos. El mimero de unidades CH

100 /
ml de suero se obtuvo por la relacidns

30
v

donde 30 es la dilucién 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.

Fijacién del complemento., La actividad fijadora de com-

plemento de los anticuerpos fue ensayada por determinacién de ——

1009, de hem6lisis (cuadro III),

El sistema hemolitico usado estaba formado por volime—
nes iguales de glébulos rojos al 5% y suero hemolitico 2 AcH, /
ml,

La dosis efectiva CHIOO se ajusté de forma tal que la -
hem&lisis en el tubo 8 fuera del 100%, Este critcrio se adopt§ —
considerando la fijacién inespecifica de complemento por parte de

la suyspensidn bacteriana.

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

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

Velocidad de fagocitosis de Brucella abortus por el SRE

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

19 inactivadas con formél al 1% y marcadas con 1311 mediante la -
técnica del cloruro de iocdo de Mo Farlane (46), como se describe-

mép adelante. Los ratones (machos adultos cepa CH, convencional)-

1
recibieron por la vena caudal 0,1 ml de una suspensién de 1 X 109

bacterias/ml, rediomarcadas, A continuacién cada ratén fue inocu=
lado por via retroorbital con 0,1 ml de distintas diluciones de -

sueros de bovinos que presentaban titulos aglutinantes, con o sin

titulo coaglutinante y de suero bovino normal,

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

0,5 ml de solucién de Na,CO, al 0,1%, midiéndose la actividad en-

3
un contador de pozo Alfa Nuclear.

En todos los casos se incluyeron animales en que la ino
culacién de anticuerpos fue sustitufda por SSE, 1os que fuercn u-
tilizados para establecer la radioactividad circulante al tiempo-

CETOe

Con los valores medidos de radioactividad (cpm) se cal-

culd en cada caso el Indice de Fagocitosis segiin la férmulas

log C1 - log 02

K = ' (47,48)

t2 - tl

en la que Cl Yy 02 corresponden a los valores de las com a 108 w—

tiempos tl y t2, respectivamente.

En el planeamiento de los experimentos de fagocitosis,-—
el nimero de bacterias marcadas a emplear fue calculado de manera
de no producir una rédpida saturacién del SRE por exceso, ni per—
der sensibilidad en la medicién de los efectos producidos por los

anticuerpos, por escass radioactividad ciroculante,

Karcacién de Brucella abortus con 1311. Se efectud por-
el método de Hc Farlane (46, 49).

Los reactivos empleados fuerons
- solucibén de reservas se la obtuvo por disolucién de -

150 mg (1 mmol) de Nal y 99 mg (0,5 mmol) de NaIO3 en 2,5 ml de a
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gua destilada y afiadiendo gota a gota 2,4 ml de HCl concentrado.—
A continuacibn se agregd 1 ml de 0014 para eliminar el 12 libre -

de la fase acuosa, la que luego fue completada a 10 ml con asua-

destilada.

~ solucién glicina - NaOI O,1 M - pH 93 una solucidn de
glicina 0,1 K fue llevada a pH 9 con solucibén de Nall 0,1 K. Bsta
solucidén se empleb para el lavado de las bacterias, las aue final
mente fueron suspendidas en la misma solucién a una concentracién

de 1 X 10? bacterias/ml.

- solucién de trabajos se la obtuvo anadiendo a 1 ml de
la solucién de reserva (ICl), 2 ml de solucién de NaCll 1 ¥, lle—
vando a 50 ml con NaCl 1 M, logréindose de este modo la formacién-
de I0 . Para la marcacibn, 0,3 ml de la solucién de trabajo se —

1
volcaron en un tubo contemiendo 350 uli de Na 13

13

I (Comisién Na—
cional de Fnergfa Atémica) (formacién de 1I-I). Se afiadid inme-
diptamente después 4 md de la suspensibn bacteriana y agité duran

te 30 a 60 megundos.

Después de lavar ripidamente las bacterias tres veces -

con SSE se las resuspendid en un volumen -de 4 ml de la misma solu

cién,

La suspensién de Brucella abortus cepa 19 utilizada fue

inactivada con formol al 1% y llevada a la concentracién de 1 X —
2
107,

Para determinar la concentracién se utiliz6 un método -

turbidimétrico, empleando un espectrofotémetro Spectro!plus ajus+$
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tado .a la longitud de onda de 420 nm e interpolando el valor de -

la transmitancia en el cuadro siguiente (27)3

Recuento gérmenes Volumen de cél. % de transmitancia
viables ( X 109/m1) conglomeradas por
100 m]l de la susp.

original (ml)

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

U 0,42 45,6

16 0,48 40,2

18 0,54 36,3

20 0,60 32,8

Ensayo de proteccién. Indice de infeccifn esplénica. A-

ratones (machos adultos cepa CH, convencional) se los inyectd por
‘vena caudal con 0,1 ml de los productos de las desorciones seria-
das, enriquecidos en anticuerpos aglutinantes (100 /,tg/o,l ml) o -
en coaglutinantes (25,100 y 400 yg/0,1 ml)e A controles se las in

yecté gammaglobulina normal (100 ug/0,1 ml) y a otros 0,1 ml de -
BSE,

Inmediatamente despuds, todos los ratones fueron inocu-
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lados por via endovenosa con O,1 ml de una suspensién de Brucella
9

abortus cepa 19 de una concentracién de 7 X 10 bacterias viables
A ——————

/ O:I ml,

Una semana después, los animales fueron sacrificados y-
sus bazos asépticamente extraidos. Se los homogeneizb, utilizando

para ello homogeneizadores de Potter y SSE.

Iuego fueron sembrados en distintas diluciones en pla—
cas de Petri con agar - papa, Se incubaron a 37° C por cuatro di-

as!(23).

Efectuado el recuento de colonias se transformd el dato

a colonias por bazo.

Con estos valores, se procedid a calcular el indice de-

infegcién esplénica (IIE) segin la fémmula siguientes (11)

IIE = Nimero de colonias en bazo inmune X 100

Nimero de colonias en bazo normal

En otro experimento, ratones de la misma cepa fueron i-
noculados con 0,1 ml de SSE conteniendo 100 g de solucién enri—
quecida en anticuerpos coaglutinantes y controles con 0,1 ml de -

SSE conteniendo loo‘yg‘de gammaglobulina normal.

Distintos lotes de ratones fueron sacrificados al dfa—
unp, 'tres y siete de inoculados, realizando el plaqueo y conteo -

dei colonias en bazo como se indicé anteriomente.
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RESULTADOS.

Para el aislamiento de los anticuerpos aglutinantes se-
utilizé suero de boviros con reaccién de Coombs negativa y exento

de Ig ¥ de acuerdo a la prueba del 2 — mercapto — etanol (2 KE).

Para intentar el aislamniento de los coaglutinantes se u
tilizaron sueros con midximas diferencias entre el titulo agluti—

nante y reaccién de Coombs,

El aislamiento y purificacidén de los anticuernos se Tea
1iz8 de acuerdo a la metodologia descripta. Los productos de la -
di;oqiacién correspondientes al tratamiento con glicina HC1 0,1 M
pH 3 'de los anticuerpos fijados al inmunoadsorbente, se dializa—
ron gontra solucién estabilizada de fosfato 0,005 M — pll 8 y se -
pasaron por separado, a través de una columna de DEAE ~ Sephadex-
A + 50 equilibrado en la misma solucibn. Eluyendo en ambos casos—

un Unico pico proteico a la molaridad de 0,02, Iuego de medir la~
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FIGURA L

Inmunodifusién radial en placa de anticuerpos aglutinan

te (3) y coaglutinante (b) de bovino anti Brucella abortus cepa —

19, Gomo reactivo precipitante se empled suero de conejo anti bo-

vino “(c).

48



concentracién de anticuerpos por espectrofotometria a 280 nm se -
concentrs la solucién empleando polyethylene — glycol 6,000 (Sig-

ma), ajustando la concentracién a 3 mg/ml,

|
' La preparacién de anticuerpos aglutinantes asi obtenida

resul t§ excenta de coaglutinantes. En cambio la de coaglutinantes
si bien resulté notablemente enriquecids en este tipo de anticuer
pos mantuvo rastros de antiouerpos aglutinantes que no fue posi—

ble separar siguiendo la metodologfa de Heidelberger y Kendall.

!

PROPIEDADES INMUNOQUIMICAS

Identidad antigénicas En una inmunodifusién radial (téc

nica 'de Duchterlony), se obtuvo fusién completa de las lincas de-
precipitacién entre anticuerpos aglutinantes y la mezcla enrique-
icida en coaglutinantes, frente a un suer¢ anti-gammaglobulina bo-

vino, no observindose formacidn de espplones (Figura 1).

Caracteristicas inmunoelectroforéticass Los anticuerpos

referidos, corridos electroforéticamente en gel de agar y enfren-~
tadog con suero de conejo anti - gammaglobulinas de bovino, desa-
rrollaron un arco de precipitacién con las caracterfsticas de una
1g Gl. No se observaron lineas de precipitacién correspondientes—

a otras clases de inmunoglobulinas (Figura 2).

Este resultado era de esperar ya que el material sembra
do provenia de un pico de elucién de una columna de DEAE — Sepha-

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

Inmunoelectroforesis en gel de agar de anticuerpos aglu

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

pa 19 y gammaglobulina bovina normal (c). Como resctivo precipi—

tante se emple6 suero de conejo anti gammaglobuling bovihae
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CUADRO IV

Muestra N° Bovino Il Bovino I Bovino I
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
8 1/64 1/128 -
9 1/32 - 1/64
10 1/32 1/64 -
12 - - 1/128
13 1/32 - 1/128
14 1/32 1/64 1/128
15 - - -
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 precipitacién. Ambas preparaciones de anti

cuerpos aglutinantes y coaglutinantes, fueron ensayadlas frente a-

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

difusién radiale. Los dos tipos de anticuerpos fracasarcn en provo
car una banda de precipitacibén. Sin embargo, cuando se emplearon—
los sueros a partir de los cuales esos anticuerpos habian sido —
aisladog, se obtufieron bandas de precipitacién con el mismo anti
geno. Ademds, cuando los sueros fueron tratados con una suspen——

8ién de Brucella abortus cepa 19 a los fines de eliminar los anti

cuerpos dirigidos contra antigenos superficiales y luego corridos
en una immnoelectroforesis, y enfrentados con el homogeneizado,-
se logrdé una banda de precipitacién que en cada caso correspondfia

a ung Ig G (Pigura 3).

Se determinaron los titulos precipitantes de los sueros
antes y despuds de las inmunoadsorciones que eliminaron todos los
anticuerpos aglutinantes dirigidos hacia antigenos de superficie,
no encontrindose diferencias significativas. lLos resultadot de —

los titulos precipitantes de los sueros enteros se muestran en el
Cuadro IV,

Capacidad de aglutinacién. Con la poblacién de anticuer

Pog aglutinantes se hizo una aglutinacidén seriada semin el si

guiente esquemas

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

JE Ac./0,2 ml 500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,81 3,95 1,97 0,98

Brucella abortus 0.2 0.2
cepa 19 (0,135%) 12 092 092 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
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FIGURA 3

J's\

Inmunocelectroforesis en gel de agar de suero bovino an—

ti Brucella abortus cepa 19, libre de anticuerpos cglutinantes —

contra antigenos de superficie del microorganismo. Como reactivo-

precipitante se emple§ 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 antigeno hasta un limite—

de 1.97 Mg+ Na se observaron fenbmenos atipicos de aZlutinacién.

Capacidad para dar reaccibn de Coombs., Suspensiones de-—

bacterias puestas en contacto con diluciones subaglutinantes de -
suero bovino ¢ de la fraccién enriquecida en coaglutinantes obte—
nida en las inmunoadsorciones seriadas, fueron aglutinadas cuando
se las enfrenté al suero de Coombs (suero de conejo anti gammaglo
bulinas bovinas), demostrando presencia de anticuerpos no agluti-

nantes fijados al antigeno.

Ensayo de bloqueo, Para determinar si los anticuerpos -

coaglutinantes y los aglutinantes compiten por los mismos determi
nantes antigénicos se llevé a cabo un ensayo de blogueo o inhibi-

cién de la aglutinacién.

En agquella serie de aglutinaciones llevadas a cabo cone
antigenos preincubados con diluciones subaglutinantes de un suero
con alto t{tulo de anticuerpos determinados por pureba de Coombs-—
con respecto a la aglutinacién direota, se observé un descenso —
del titvlo aglutinante:de un’suero control (Coombs negativa) en -
relacidn a la serie donde el antfgeno no fue preincubado con los—

suercs donde se investigaba la capacidad blogueante (Figura 4).

%4



)
3y

T
<
3

Mw”,/ /////ﬁ

aglwiinenidn poy suere positivo a la prue

Inhiviciéa de la

LY Clnp'm. cqvlo‘nlo o domis mmwm



PROPIEDADES BIOLOGICAS

Fijacién del complemento, Los anticuerpos aglutinantes,

localizados en la clase Ig Gl se ensayaron en su capacidad fijado
ra del complementos se utilizd una hemolisina titulada en 1,100 u
nidades Ac Hloo/ml y como fuente de complemento se empled suero —
de cobayo con un tftulo de 90 unidades CHloo/ml. Los anticuerpos—
aglutinantes activaron el sisiema complemento con un requerimien-—

to de 5 Mg para consumir la dosis de complemento CHloo‘

Ensayo de fagocitosis. Las curvas de velocidad de fago-

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

sencia de dosis aglutinantes de un suero con Coombs negativa y do
B8is subaglutinantes de un suero con alto titulo de anticuerros co

aglutinantes, pero equivalente en masa de anticuerpos, se mues——

tren en la Figura 5.

Se emplearon los suercs de bepvinoss normal, 072 y 150 -
con titulos de aglutinacién directa y por Coombs seiialados a con-

tinuacibng
|

0723 titulo aglutinante 1/256
titubo por reaccién de Coombs 1/256

1503 tftulo aglutinante 1/512

titulo por reaccibén de Coombs positiva hasta 1/4.,096

El suero normal de bovino se emple§ en la dilucidn ———

1/200. F1 suero 072 se emple§ en una dilucién de 1/200 (aglutinan
te).
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El suero 150 se usé en diluciones de 1/500 correspon—
diente al 1fmite de aglutinacién directa y 1/1000, o sea en una -

dilueibn subaglutinante.

Los experimentos se efectuaron por duplicado. Los resul

tados se detallan en el Cuadro V.

Las actividades tabuladas son las actividades corregi—
das, restando del valor medido el dato de la actividud de forndo =

= 80 CPime

Las actividades tabuladas a tiempo cero corresponden a

bacterias solas, antes de inyectar los anticuerpos.

las flechas indican el momento que los animales reci—

bieron las dosis de anticuerpos,.

Las curvas de fagocitosis obtenidas, muestran un marca-
do incremento de la depuracién sanguinea de bacterias en los rato
nes inoculados con suero libre de anticuerpos coaglutinantes., En-
cambio, el suero con alto tftulo de anticuerpos coaglutinantes —
mostrd un comportamiento diferente. Indudablemente fue ineficaz -
en el favorecimiento de la fagocitosis, aproximindose a la curva—-
obtenida como suero normal libre de anticuerpos contra el antige-

no (Figura 5).

Trabajando con los logaritmos de las actividades porcen
tuales promedio obtenidas, se construyé la Figura 6 que permitib-

‘ca;lct‘;cla.r los Indices de fagocitosis Ke:

Ensayo de proteccién. Indice de Infeccién Fsplénica. Pa
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_CUADRO ¥ _

Suero-dilucién | Tiempo | Actividad (epm) | Actividad % Promediof 1og. A%
(min.) |Ratén 1 Ratén 2 | Ratén 1 Ratdén 2 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 7,3 82,7 | 1,92
7 1968 1441 88,1 63,7 75,9 | 1,88
\ 10 1360 1331 60,9 58,4 52,6 | 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
T 592 194 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
150 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 T1,6 | 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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rn estudiar la proteccién in vivo se tomé como pardmetro la infec
6ién eaplénica que ocurre como consecuencia de la penetracibén en-

el organismo de las brucelas,

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 nimero promedio de colonias por

bazos El Indice de Infeccién Esplénica (IIE) se calculd seging

IE = Nimero colonias ratén inmunizado X 100

Ndmero colonias ratén normal

en animples sacrificados a log T dfas de haber recibido las dosis

de bacterias y anticuerpos (Figura 7).

En otro experimento, distintos lotes de animales fueron
sacrificados 1, 3 y 7 dfas después de la inoculacibén de bacterias

¥ antiocuerpos coaglutinantes. Los resultados se obtiervan en el —

Cuadro VII,

Indudablemente, que los anticuerpos coaglutinantes faci
litaron la multiplicacién bacteriana en bazo y que no fue un sim-
Ple fendmeno de fagocitosis, se demostrd en el segundo experimen—
to donde se vio que a las 24 horas el nimero de colonias en bazo-
de animales inoculados con coaglutinantes fue menor al de los con

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

Colonias/bazo
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Ensayo de proteccién e Indioce de Infeocién Tsplénica (IIE)
a Trucella abortus cepa 19, en ratones inoculados con gammaglobulina

bovina nomal y antiouerpos aglutinantes y ocoaglutinantes.
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FIGQURA 8
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LVOLUCION DE L. SISPULSTA Biv FUNCION DLL DTrlPC

Los sueros de tres bovinos inoculados repetidamentie con

Brucella abortus cepa 19, fueron estudiazdos, individualmente, cn—

cuanto a sus tftulos zglutinantes directos (con y sin 2 - mercap—

toetanol) y por reaccién de Coombs,

Como puede observarse en los Cuadros VIII, IX y X, ya —
a las 2 scmanas en todos los casos se tuvieron tftulos de 1/512 -

que se mantuvieron con ligeras oscilaciones durznte todo el perio

do exrerimental.

Los titulos aglutinantes con y sin 2 - mercavtoet:nol —
del bovino i (Figura 9) son caracteristicos ya que se trata de u
na ternera gue no habia sido vacunada con anterioridad con “ruce—
1lla abortus cepa 19 y por tanto se indujo una resyucsta a base de
1g Y. Posteriormente fue aumentando la produccidén de Iy G hasta -
casi constituirse en la Unica inmunoglobulina alrededor de las 10

Senarase

E1 bovino I3 (Pigura 10) dio al comienzo una respuesta—
en base a Ig I pero no tan alta y duradera como lu del ceso ante-—

rior.

El bovino I, (Figura 11) dio desde un princinio una res
puesta a base de Ig G linicamente. Fste animal an-es de comenzar -
con el plan de inoculacidn, presentaba un titulo asglutinante de —

1/25, por 1o cuasl no es de extrafiar que se hubiera producido ex—

clusivanente Ig C.
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CUADRC VIII

(Bovino Il )

Muestra | Fecha T{tulo Aglutinante Directo | Titulo i-lute
Ho Obtencién | Sin 2 = NE Con 2 - 10 | total (Coombs)
1 15~-Tv-81 512 32 512
2 29-1V-81 512 64 512
3 15-y-81 512 128 512
4 29-y-81 512 256 1024
5 16-vI-81 256 256 256
6 30-vI-81 256 256 512
7 23-yI11-81 256 256 512
8 T-VIII-81 256 256 512
9 27-VI111-81 512 512 1024

10 11-I%-81 1024 - 1024
11 25-IX~-31 1024 - 1024
12 9-%-81 1024 - 1024
13 25-X-81 128 - 256
14 20-X1-81 256 - 512
15 23-X11-81 512 - 1024
16 17-I1-82 256 - 1024
17 17-1T1-82 512 - 4096
18 1-VI-82 64 - 1024
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CUADRO IX

(Bovino 12)

Muestra | Fecha Titulo Aglutinante Directo | Titulo Aglut.
e Obtencidén |Sin 2 - }E Con 2 - VB | total (Coombs)
1 15-1v-81 512 512 512
2 29-IV-81 512 512 512
3 15-v-81 512 512 512
4 29-V-81 512 512 1024
5 16-v1-81 256 256 512
6 30-vI-81 512 256 1024
7 23-V1I-81 256 256 512
8 T-VIII-81 512 512 1024
9 27-VIII-81 256 256 1024

10 11-1x-81 256 - 1024
11 25-1X-81 512 - 512
12 9-x-81 256 - 512
13 25-%-81 256 - 512
14 20~X1-81 256 - 512
15 23-X11-81 512 - 512
16 17-11-82 256 - 512
17 17-111-82 512 - 2048
18 7-VI-82 128 - 512
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CUADRO X

(Bovino -13)

Muestra| Fecha Titulo Aglutinante Directo | Titulo Aglut.
N Obtencién |Sin 2 - ME Con 2 - ¥E | total (Coombs)
1 15-1v-81 1024 512 1024
2 29~1v-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 30-v1-81 256 128 512
7 23~VI1-81 256 256 512
8 7-VIII-81 512 512 1024
9 27-V11I-81 512 512 1024

10 11-1X-81 1024 - 1024
11 25-1X-81 512 - 1024
12 9-%-81 512 - 1024
13 25~X=-81 256 - 512
14 20-X1-81 256 - 512
15 23-X11-81 512 - 1024
16 17-11-82 256 - 1024
17 17-I11-82 512 - 4096
18 T-VI-82 64 - 1024
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FIGURA 10
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FIGURA 11
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Con respecto a los titulos de anticuerpos coaglutinan—
tes, detectados por reaccién 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 elevacibén qu¢ se mantuvo hasta el final —

del plan de experimentacién.

A los fines de averiguar si esa diferencia de titulo e-
Ta consecuencia de una mayor sensibilidad de la reaccidén de Coombs
respecto de la aglutinacién directa, o i se trataba de anticuer—
pos de blogueo funcionalmente univalentes, se analizé la capaci—
dad de inhibicién de glgunos sueros en la forma yaz indicada. Los-
resul tados mogstraron poder inhibitorio de los sueros con alto ti-
tulo de anticuerpos detectados por reaceién de Coombs, lo que con

firma la presencia de anticuerpos de bloqueo.
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DISCUSION

Este trabajo se programé con la intencibén de estudiar -
la responsabilidad, que los anticuerpos c¢coaglutinantes (bloquean—
tes) podrian tener en el desarrollo de los mecanismos de cronici-
dad de la brucelosis bovina. Es por ello que el plan de inocula—
©ién de los animales en experimentacidn consistié6 de permanentes-
-estfmulos a lo largo de todo un aiio, com el propdsito de lograr u
na constante permanencia éel antigeno en el huésped a semejanza -

de 1¢ que ocurre en infecciones crénicas naturales.

Los datos experimentales obtenidos indicaron que los an
ticuerpos de tipo Ig M, fueron producidos luego de las primeras -
estimulaciones, pero descendieron rdpidamente, siendo anticuerpos

de la clase Ig G losque permanecieron durante todo el periodo que

iduré el plan de experimentacidn,

Con el propésito de determinar si existian anficuerpos—
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coaglutinantes especificos (bloqueantes) se empled la prueba de -
Coonmbse.

Bl tftulo por Coombs, si bien al comienzo fue negativo,
¥ luego se mantuvo en niveles moderados, definié picos elevados -
con amplias diferencias en relacibén al de anticuerpos aglutinan—

-
tes, mobre el final del plan de inoculacionecs.

Tales diferencias de tftulos se debieron a la presencia
de anticuerpos coaglutinantes y no a un aumento de sensibilidad -
provocado por la reaccién de Coombs, como se prueba mediante ensa

yo de bloqueo o inhibicién de la aglutinacién.

Tl método de Heidelberger y Kendall descripto para sepa
racién de anticuervos coprecipitantes y precipitantes fue aplica-
do a lg separacidn de los antiuerpos aglutinantes y coaglutinan—
tes existentes en estos sueros. La preparacibén obtenida de anti—
cuerpos aglutinantes estuvo libre de anticuerpos coagluvtinantes,-
sin embargo la de anticuerpos edagzlutinantes resultd impurificada

con arlutinanten, si Tien 2o losré un imnortantc enricuccinicnto.

Porn determiiner en ¢uf clase de inmudoslowliing estaba—
la actividad anticuerpo dc estas fracciones, Se pasaron nor sepa~
Tado log materiales obtenidos en lag immunoadsorciones serisdas,—
a través de una columne de INAL - Sephadex A — 50, eluyendo en am
bos .cazos un finico pico a la molaridad de 0,02 Iy, 1o que ea carac

terfstico de la Iz Gi bovina. o se detectaron otros titos de in-

nunoslotulinas con czpecificidad para el antfgeno utilisado.

ediante inmunoeleciroforesis anbos tinos Jde anticuer—
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pos originaron una banda con caracteristicas de Ig Gl frente a un

suero de conejo anti gammagZlobulina bovinae.

Cuando estas poblaciones se estvdiasron mediante inmuno-
difusién radial frente a un suero de conejo anti gammaglobulina -
bovina se halld uha total identidad entre las bandas formadas por
los anticuerpos aglutinantes y coaglutinantes, lo cual demuestra—

gue no existen diferencias antigénicas en ellos.

Cuando cstos anticuerpos se enfrentaron a un homogcnci-
zado de bacterias fracasaron en producir precipitacidbne. "oto era-—
de esverar en los anticuervos coaglutinantes pero noz zorvyrendibd—
en los aglutinantes. Realizados alsunos ensayos con el fin de po-
ner luz a estc respecto, hallaros que sueron inmunes producizn —
precipitacibn con el honogeneiszado. Teto nos dice que los anti——

cucrnos nurificados mediante immunoadsorciones con bacterics envte

[0}

ras solo suardan especificidad para entigenos superficizles de —

7]
@

ciazles

[

i

Brucells abortus y oue estas fracdiones antigénicas suner?

no estzrian »resentes en el sobrenadante resultante de homorenei-
zar los microorganizmos. Tampoco podemos descaritar ls posibilidad
aue esos antisenos superficiazles estuvieran en pequeiifsimas canti
dades en nuestras preparaciones o bien que en estado soluble no -

pudiersn inducir la formacién de preciritado por su astiraleza —

Trabajan’to con el mismo homogeneizado ¥y sueros inmuncs—
ce conuijuicron bandas de precivitaci® mediante inmunoclcctrofo—

resis gue corresiondisn a la clase de Ig Gl. Tston anticuerros, -



dirigidos hacia antfgenos no expuestos en la bacteria entera, fue
ron exclufdos en las inmunoadsorciones, lo que explica, que la po
blacidn purificada de anticuerpos aglutinantes fracasara en la —

formacibs dc una banda de precipitacidn.

Zstos resultados nos estdn indicando ademis, que las —
bacterias inoculadas fueron precesadas en el huésped, exponiendo-
al sistema inmunoldgico antigenos internos, de manera tal que el-—
tftulo de estos anticuerpos nos peruitirian medir la eficiencia -
de los mecanismos que conducen a la lisis del microorganisrioy, y -

tal ver este aspecto mereceria una consideracién futura.

Los ensayos de depuracién sanguinea de Brucella aborius

131 Caas X R s
I er ratones que recibieron diluciones aglutinantes y no szlu-

tinantes, pero con Coonbs positiva de los sueros obtenidos, nos—
traron resultzdos que ponen cn evidencia la incapacidad de los an
ticucrpos coaciutinantes para formar agregados con el antigseno —
que conduzcan a un aumento de la vélocidad de la fagocitonise ———
(K = 0,03). En cambio los enticuerpos aglutinantes se comportaron

ndi-

)

favoreciendo la depuracidn sanguinea como pucde verse en su

ce de facocitosis correspondicnte a un valor de 0,06,

Si tenemos en cuenta que cstos dos tipos de anticverpos
se hallaron simultdncamente cn nueros de los animales en experi—
mentacifn y que ambos comriten nor el antigeno, la capacidad le -

fagocitosis denenderd de la rolacidn moler entre ambosz, ya que co
S -
(3]

mo deter.inaron otros autores la constante de afinided es senejan

tce.
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Cuando se probd la capacidad de proteccién de los anti-
cuerpos aislacdos, en ratones que recibieron bacterias vivas, los-—
anticuerpos aglutinentes contribuyeron s la proteccién del animal
disminuyendo el nlmero de bacterias presentes en el bazo al cabo-
de siete dias en relacidén a los controles que no recibieron anti-
cuerpos. Por el conirario los coaglutinantes ademés de no eojercer
efecto protector, se comportaron como facilitadores de la multi—

rlicacifn becteriona en iguales condiciones.

Hemos descartado que este sucgro se debiera a un incre-
nento de lz captacibn de bacterias por el bazo, puesto que los -—
plaqueos de bazo a tiempos misz cortos (24 y 72 horas) mostraron -
que el nfmero de colonias recuperadas en los animales inoculados-

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

Tisto comportamiento fue corroborado con anticuerpos coa
glutinantes, que también correspondian a la g¢lase Iz Gl, aislados

de un toro que padecfa de brucelos{s desde hacfa varios aios.

Los resultados obtenidos por nosotros concuerdan con lo
observado en itrzbajos rrevios en otras especies y empleando anti-

genos particulados distintos de Brucella abortus (42), come tam—

bién con log experimentos realizados por Forget y Borduis en po—

1llos hiperestimulados con Brucella aboritus cepa 19, avncue estos-—

autores no trabajaron cop anticucrpos purificados (23).
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Bovinos hiperestimulados con Frucella abortus cepa 19 e

laboraron anticuerpos aglulinantes y coazlutinantes (bloqueantes)

pertencciontes ambos a le close I Gl.r

Los anticuerpos coaglutinantes no aglutinan les bruce—
laz, a pesar de estar firmemente unidas a ellas como le demuestra
la Prucba de Coonbsz, comportindose como "funcionalmente univalen—
tes" ¥ a su ves bloguean lz aglutinscibn cuando se incuban con el
antigeno antes de la adicidn de los anticuerpos aglutinantes.

Se muestran incepsces de favorecer la depuracién sangqi
nea de brucelas en ratones inoculados y faciliton la multiplica—

cién bactleriana en bazo.

“mtos beochos denuestran que los anticuernosz coaslutinan

tes, 0 log sucros con franco predgminio de ‘ellos, son incapaces -
e

de favorecer la eliminacién y/o iado del antigeno, y considerando

que compiten con los anticuerpos aglutinantes por las Lrucelas —

producirian en dcfinitiva un aumento de la permanencia del antige

no cn el huésped.

Teanicndo en cuents este particular comporiariento biolé
gico, su ammento en cl curso de las inmunizaciones y el hccho de-
que hcyon side detectaldos en distintas enfermedades bocteriunas y
parasitavies crénicas, nos memiite otorgarles un sigmificativo —

grado de remvonscbilidad ea 1z induecién y/o manteninicnto e la=
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RESTLEN .

Un lote de bovinos de raza Hereford fueron inoculados a

repoticifn con Brucclla abortus cepa 19 durante un periodo de do—

ce meses. Nlaboraron anticuerpos corresmpondienten a Ta eluse Te M
- . - N .. .
e Ig G, siendo los Wltimos los que predominaron y persintieron —

hosta ¢l Tinal dol experimento.

Loz anticuerpos de la clase Ig G correspondicron a dos-
poblaciones de anticuerpos diferentes: aglutinantes y no agluti—
nantcs o blooucanteu, futos delectudos por reacoibn de Coombse An
bos tipos de anticuerpos fueron separados mediante inmunoadsorcio
nes seriadag v purificados por cromatograffa de intercerbio idni-
co. Sc los cavracterizd como pertenecientes a la claze I Gl, éiqg
do estudizdas sus proviedades immunoquimicas y biolézicas.

Los ahticuverpos azlutinantes fueron capaces . de agluti—
nar al antigeno, fijor bomplemen}o h's facilitar la deruracibé