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UNIVERSIDAD DE BUENOS AJIRES
Facultad de Ciencias Exaotas y Naturales

REACCIDNBS DE PRECIPITACIOR EN GEL DE SISTEMAS
ANTIGENO=ANTIQUERPO

Resumen de Tesis para optar al t{tulo de Doctor en Ciencias
Quinicas, Espeoialidad Quimica Biolégica

Rindamento!
Las téenicas de precipitaciln en gel, consisten en pro-

vooar, en el seno de un gel, oomo medio de difusidn, la reaccidn del
. ant{geno con su oorrespondiente anticuerpo. Es un procedimiento que
presta al ensayo de precipitinas y anticuerpod de flooulacidén, un al
cance que anplifica sus ya extraordinarias condicioncs anal{ticasz.

Al provocarse la reaccidn en el eeno de um gel, el aspecto do la
reaoccidn estard{ influenciado por lo menos por tres factores: la velg
oidad de difusidén del antfgeno, la del anticuerpo y la poca solubilj
dad del complejo formado. Esto tiens como consecuencia que la parte
visidle de la reaccién se produsca on distintas formas, segin las cop
diciones y de manera muy nftida. As{, cuando se enfrenta un antigeno
simple oon s correspondiente anticuarpo, se producird una sola zona
de precipitacidén, que puede ser en forma de lfnea fina. Traténdose
de reactivos que son complejos, naturalmente 0 por mercla, cuyos cog
ponantes o0 los resultados de sus reacciones, difieren en sus propie-
dades f{eico~quimicas (velocidad de difusién de los elementos reaccig
nantes, solubilifad dol precipitado formado), habri distintas sonas
de reaccidn, que se pondrdn emn evidoncia ya sea por anillos o lfneas
més 0 menos dien diferenciados.

Esta caracterfstica que presga ¢l gel a las reaccioncs do preci-
pitacién, es justamente lo que permite obtener un anflisis mds complg
to, dilucidando el mimero de sistemas reactivos en juego y con téoni-
cas mis desarrolladas, la comparacién entre dos o més reacciones eje=
ocutadas en la misma formg (simltaneamente).

an



Antgcedentes?
Teniondo en cuonta las amplias perspuctivas ofrccida

por ¢l mdtodo sefialado, se comenzd @l trabnjo con una rosofia biblio-
grifica quo pasa revista a las téonicas conocidas para estudiar 1a
reaccién ant{eno-anticuerpo en soportes gelificados. Begulidomente,
se desoribieron los antocedentes considerados para la parte experi-
montal.

T ajo rinental:
D¢ acuerdo con los antecedentes oonsideradosn

las experiencias s¢ orientaron en dos lincas: scries de ens:ayos on
tubos y cubetas y otras ¢n placas de Petri, con divorsas variantes.
J¢ .deseribid la preparncidn de los reactivos y medins de difusidn,
ant{zenos ¢ inmunosueros; la técnica fotogrdfica utilizada y por dl=-
tino, las ocondiciones elegidas para efectuar @1 mecanismo de las re=
acciones. Se estudiaron tres sistomas: diftdirico, totdnico y esta-
filocsceioo.

1 método en tubo consistid en colocar en el fondo ¢l suero moz-
clado con gel, luego una coluuna central, tambiod gelificads, sobre
1a que se vortid el antfgeno. $S¢ introdujo una modificacién vent: jo
sa, consistente en gelificar la capa antigénica, ocon lo cual s¢ uni-
formé la difusidén de los reactivos. B5i bien eesta tdéanica ofrecid ma
yor sensibilidad en ¢l desarrollo de las lfncas de preoipitado for-
madas en la columma central, su intorpretacién fué dificultosa, por
lo cual se¢ adopté dofinitivamente el método en placa. En Jste, las
sustancias reaccionantes se¢ colocaron en requedos cilindros de vidri
dispuestos on formma triangular entre dos placars de gel superpuestas.
Cabo destacar que 0l agregado de gelatina al medio de difusién de a=
par constituyd una variante de interds, pues proujo mayor trans;na-
rencia del medio y en aliunos casos zcelerd la formacidn de linc:e,

La disposicién triangular seTalada pormmitid la comparacidn siuu
ténca deo distingos ant{gonos y sucros.

Los sistemas diftdrico $ tetdnico analizados permitieron obser-
var dos 1{neas principales.

Finalmente, 3¢ realizaron experiencias que demostraron la pocib]




lidad de orear espectros artificiales, mediante variaciones de tée-
nica, tales como ¢l recargado de las sustancias reaccionantes, que
son un llamado a la prudencia en la interpretacién de los resultados
Por otro lado, la témnica de precipitacién en gel desarrollada,
ha permitido demostrar la sutileza del métods para observar diferenc

cias deg estructura en los reactivos estudiados.
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INTRODUCCION

Las técnicas de precipitacidn en gel,cuyo desarrollo es objeto
del presente trabajo, consisten en provocar en el seno de un gel co-
mo medio de difusidn, la reaccidén del antfgeno con su correspondien-
te anticuerpo. Es un procedimiento que presta al ensayo de precipi-
tinas y anticuerpos de floculacién, un alcance que amplifica sus ya
oxtraordinarias condiciones analfticas.

Cbmo en realidad no es més que un perfeccionamiento de los métodos
de observacidén de las reacciones de precipitacién y floculacidén, es
conveniente hacer una somera revisién de los antecedentes de estos
procedimientos, antes de entrar en el tema.

La primera comunicacidn que se tuvo sobre las reaccioncs de pro-
cipitacién se debe a Rudolph Kraus (1897), que fud mds tarde merito-
tio director del Instituto Bacterioldgico (hoy Instituto Nacional de
Microbiologia). Estudiando las propiedades del suero anticolérico
encontrd que al agregarlo a un filtrado de cultivo del vibridn del
célera, e incubarlo a 37°C., se producia una turbidez en el 1lfquido
soguida de floculacidn, quedando el sobrenadante lfmpido.

Un precipitado similar se formd al mezclar suero antitifico con
filtrado de cultivo del bacilo de Eberth (Salmonella typhi), compro-
bdndose la especificidad de la reaccidn.

Nicolle, en 1898, y otros investigadores, confirmaron el descu-
brimiento de Kraus.

Charrin y Roger, en 1889, casi simultancamente, observaron por
vez primera el fendmeno de aglutinacidn especifica, al emplear sus-
pensiones bacterianas.

Mds tarde, ol mismo fendmeno fué notado por Grunbaum (1896), Wi-
dal (1896) y Widal y Sicard (1897). Las bacterias scnsibilizadas por
las aglutininas, sustancias espec{ficas contenidas en ol suero de a-
nimales inmunizados, se aglomeran en presencia de concentraciones a-
decuadas de electrolitos, depositdndose, bajo la accidn de la grave-
dad, los grumos formados.

Otros autores aplicaron luego las roacciones de precipitacidén pa-

ra la determinacidn cuantitativa de diferentes materiales bioldgicos.
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As{, Ramon, en 1922, describid el método de floculacién para ti-
tular toxina y antitoxina diftérica. .

Dean y Webb (1926), Gon su método de las proporoiones Sptimas, a~
nalizaron en detalle:las condiciones mds favorables para la formacién
de los precipitados en experiencias de flooulacidén y fijacién del com~
plemento, demostrando la gran importancia de las rolaciones en que de-
ben mezclarse los constituyentes.

luego Heidelberger [1932-39), aporté numerosa informacidén desori-~
biendo el método que permite la comparacién cuantitativa de sistemas
precipitantes simples.

Es as{ como fué oreada una técnica cuyo alcance ha superado a los
métodos quimicos.

Entre proteinas que se comportan en forma idedtica frente a los
reactivos quimicos, como ser altnimina de liebre y conejo (Uhlenhuth
1905), la diferenciacién con los métodos inmunoidgicos, por las reac=-
ciones de precipitacién es olara, fdocil y nf{tida. As{ pueden distin-
guirse especies muy vecinas y hasta distintas protefnas dentro do una
misma especie. Como ejemplo interesante pueden recordarse:

1°) 1la diferenciacidén antigénica entre albdminas y globulinas de
un mismo animal.

2°) 1la obtencién d¢ anticuerpos con protefnaé del propio animal,
como las del cristalino. Debe recalcarse que ¢l suer§ obtenido puede
reaccionar con albimine de cristalinos de otras ospecies.

Es decir qué, si bien a vecos esta téonica permite diferenciar la
albimina de una especie determinada, on casos especiales llega a ad-
quirir caracterf{sticas que llamamos especificidad de¢ érgano: un antf-
cuerpo reacoiona con la proteina de un érgano determinado proveniente
de otro animal. ]

Ahora bien, estas reacciones de precipitacién, de resultados tan
delicados como método analitico, adquieren una nueva variante ocuando
80 @jecutan en un medio gelificado.

Al provocarse la reaccidén en ¢l seno de un gel, el aspecto de la

reaccidn estard influenciado por lo menos por tres factores: la velo-



cidad de difusién del ant{geno, la del anticuerpo y la poca solubili-
dad del complejo formado. Esto tiene como consecuencia que la parte
visible do la reaccidn se produzca en distintas formas, segun las
oondiciones de la expericncia y de manera muy nftida, siempre que no
intervengan otros tipos de fendmenos ajenos & la reaccién antfgeno-
anticuerpo, como eer el fénomeno de Liesegang.(citado por Hedges,I0Z2)
As{, cuando se enfronta un ant{geno simple con su correspondiente
anticuerpo, se producird una sola zona de preoipitacién, que puede
sor en forma de 1lfnca fina. Tratdndose de reactivos que son complejos
naturalmente o por mezcla, cuyos componoentes, o los resultados de sus
reacciones, difieren en sus propiedades fisicoquimicas (velocidad de
difusién de los elomentos recaccionantes, solubilided del precipitado
formado), habrd distintas zonas de reaccién, que se pondrén en evi-
dencia, ya sea por anilloe o 1fncas, més o menos bien diferenciados.
Esta caracterfstica que presta el gel a las reacciones de preci-
pitacién es justamente lo que pormite obtener un andlisis mds ocomple-
tb, dilucidando el nimero de sistemas reactivos en juego y con téeni-
cas mds desarrolladas, la comparacidén entre dos o mds reacciones cje-

cutadaw en forma simultédnea.

El plan de trabajo a realizar es el siguiente @

Primera parte:

Estudio bibliogréfico
a) Historia
b) Antecedentes oonsiderados en el trabajo experimental

Segunda parte:

Trabajo experimental
I) Material empleado
a) Preparacidén del medio de difusién
b) Reactivos y forma de obtencidn
II) Técnlcas de difusidn
a) Método en tubos y cubetas de caras paralolas
b) Método en placa y sus varlantes
Discusidn y conclusiones

Resumen



PRIMERA PARTE

ESTUDIO BIBLIOGRAFICO

HISTORTIA

Bechold (1905) fué el primero en demostrar la formacidn de un pre=
cipitado localizado, cuando un antf{geno (suero de cabra), difunde en
un medio gelificado (gelatina) que contiene el anticuerpo homélogo.
Probahlemento 41 observd los dos anillos producidos, como debidos al
fandmeno de Liescgang y no a una precipitacién de dos sistemas difercn-
tes.

Ascoli y Valenti (1910), por superposicién del antfgeno y antiocu-
erpo precipitante, obtuvieron un resultado efectivo en el diagndetido
del carbunclo bacteriano. Después de mantener en ebullicidn el tejido
sospechoso, con el fin de livorar el ant{geno termoestable Ppolisacéd-
rido) y una vez frio ol filtrado, fué agregado lentamente al suero es-
pecifico respectivo (carbuncloso), evitando la mezcla de ambos 1fqui-
dos. La,aparicién de un anillo de precipitado en la zona de scepara-
cidn fué considerada como reaccidn positiva.

Observaciones similares a 3as de Bochold ‘fueron realizadas por Reil-
ner y Kopp (1927), al difundir suero de cerdo en gel de agar conteni-
endo suero de oonejo anti-cerdo y anti-caballo, desarrolldndose alre-
dedor de cinco o seis anillos.

Nicolle, Cdésari y Debains (1920), tratando de obtener una difercn-
ciacién mds nftida, modificaron la técnica de Ascoli, aplicédndola a la
titulacidn de toxinas diftérica y tetdnica y las ocorrespondientes an-
titoxinas. Ellos determinaron la mds baja concentracidn de uno de los
componentes, capaz de produclr un disco visible cuando difunde en un
gol conteniendo una concentracién conocida del otro componcnte. Los
résultados obtenidos fueron comparables a la titulacién in vitro y a
los hallados por inoculacién en animales.

Sia y Chung, en 1932, lograron la identificacidén de loes distintos
tipos de neumococos, al observar la formacién de opacidades anulares
alrededor de las ocolonias desarrolladas en una base de agar que conte-

nfa el suero antineumocdccico homélogo. La naturaleza de la Treaccldn



fué confirmada por experiencias que demostraron la especificidad de
estas opadiades para cada tipo.
Potrie, on 1932, extendid estos métodos al estudio de meningoco-

cos -y Shigella dysenteriae, al observar halos alrededor d¢ las colo-

nias que desarrollaron cuando sembrd dichas bacterias en placas de a-
gar conteniendo los sueros homdlogos. Estos halos consistfan en un
precipitado formado por interaccidn del polisacdrido especifico con
el correspondiente anticuerpo, y la capacidad para producirlos se to=-
mé como"test" para distinguir las variaciones lisa y rugosa (Sy R).

En 1935, Hanks mezclé antigeno con gelatina y lo cubrid con dilu-
ciones seriadas de anticuerpo.

En 1943, Petrie y Steabben usaron el procedimiento para reconocer
clostridias toxigénicas, aceptdndose como reaccidn positiva la for-
macién de anillos concéntriocos debidos al fendmeno de Liesegang.

En estudios posterioros intenté explicarse las causas de la mul-
tiplicidad de los componcntes antigénicos en las reacciones de preci-
pitacién en gel, ya que la inmunoqufmica sélo contaba con métodos a~-
proximados pare su determinacidn.

Corresponde a Oudin, quien comenzd sus trabajos en 1946, la in-
vestigacién més completa sobre la precipitacidén de sistemas antige-
no-anticuerpo, pues sugirid la posibilidad de determinar el mimero
de ant{genos presentes en una mezcla, por produccidn de diferentes
zonas de precipitacidn en tubos que contenfan gel.

Otrae autores tomaron como base el procedimiento de Oudin para
ensayarlo en diversos sistemas.

Ouchterlony, en 1948, inicié una serie de experiencias usando pla-
cas de Petri, que significaron una nueva ruta. Entre ellas (1949 a),
estimé la toxicidad de cepas de bacilos diftéricos, demostrando la
identidad de la toxina diftérica, cualquiera sca la cepa que la so-
groega.

Elok (1948), con el mismo propésito, sugirid las razones de las
posibles causas en el fracaso de los trabajos de Petrie y Steabben,

al tratar de reconocer in vitro la virulencia del C. diphteriae, ox~

tondiendo las observaciones al estdfilococo. Obtuvo un gradiente en

antitoxina embebiéndola en una tira de papel de filtro que colocd en




un medio especial destinado a la produccidn de toxina.

En un trabajo posterior (1949), después de algunas consideracio-
nes respecto al andlisis sueroldgico por métodos de floculacidn en
tubos, introdujo el gradiente de doble difusidn, al permitir difundir
los dos recactivos en una base de egar. La ventaja consistfa no sélo
en la interaccidn del antigeno y anticuerpo, sino también en el man~-
tenimiento de una reaccidén continua y progresiva que llevdé a la sepa-
racién de cada uno de los sistemas reaccionantes.

Carter y Wilson, en 1949, demostraron la utilidad préictiva de es-

tas pruebas.

Elek y Lovy (1950), enumeraron los antfgenos hemolfticos de dife-
rentes cepas toxigénicas de estédfilococos, con la técnica basada en
el principio del gradiente de doble difusién. Asf, encontraron que
el mimero principal de lfneas producidas por cepas de origen animal,
fdé significativamente menor que el producido por las de procedencia
humana.

En 1950, Munoz y Becker, al comparar los resultados cldsicos del
andlisis inmunoqufmico, con la difusidn en geles, confirmaron las
conclusioncs de Oudin respecto a la equivalencia entre ¢l numero de
bandas de precipitacién y el minimo de sistemas antigeno-anticuerpo
presentes en el material examinado.

Pope y colaboradoree (1951), gracias a esta téenica, llegaron a
demostrar la complejidad del antfgeno diftérico purificado por Pa-
ppenheim y supuesto puro con los andlisis fisicoquimicos.

Bjorklund, en 1952-3, modificando la técnica de Ouchterlony, fa-
cilitd ol andlisis de sistemas inmunoldgicos complejos, al incorporar
previamente al medio de difusidén, uno de los componentes del sistema
hoterogéneo en concentracién suficiente. Obtuvo una inhibicidén com=-
pleta en la aparicién del precipitado correspondicnte a dicho antfge-
no particular, miengras que la difusidén y posterior precipitacién de
los otros componentes no eran influenciados.

Més adelante, en 1954, dicho autor sugirié la posibilidad de es-
tudiar la naturaleza quimica de ciertos antf{genos, mediante la roten-

cién de algunas de sus propiedades, después de formado el floculado




oon ¢l correspondicnte anticuerpo. Usando varias sistemas, permitid
desarrollar las l{neas especi{ficas en el gel, las quo lavadas y ulte-
riormente tratadas con soluciones coloranfes, adquirieron el color en
forma seleotiva. Asf demostré que, bajo ciertas condiciones, las re-
accionos de coloracidn son especificas.

Er 1953, Oakley y Fulthorpe aplicaron algunas modificaciones al
método de Oudin, consistentes en la introduccidn de una columna de a-
gar o gelatina como centro difuéor, entre las solucloncs antigénicas
y los oorrespondientes antisueros solidificados on la base del tubo.
Estimaron asf, la probabilidad de que el total de lineas producidas,
era ¢l minimo mimero de ant{genos contenidos en la mezcla difusora,
pudiéndoso ademds usar la técnica para demostrar la complejidad de
mezclas bioldgicas, o seguir su purificacidn.

Jonsen y Francis, en 1953, obtuvieron bandas de precipitacién es-
pecificas con diferentes cepas de virus gripal.

Ambrose y Easty(1953), por medio de una técnica interferométrics,
tomaron fotografias muy nftidas de las bandas, formadas en geles que
contiencn el inmunosuero. Por ser un método novedoso e interesante,
se describird con mds detalle.

El aparato usado por los autores citados, estd constitufdo esen-
cialmente por dos placas de vidrio, Spticamente planas, con una de iae
superficiesplateada, para dar un cinco por ciento de transmisién de
luz. Las placas se colocan enfrentadas horizontalmente sobre la pla-
tina de un microscopio y entre ellas se dispone una c¢élula que conti-
ene gel y donde se ha efectuado la reaccién con el sistema antfgeno-
anticuerpo. Luego se ajustan paralelamente y se ilumina desde abajo
con luz monocromitica, cuyo é&ngulo de incidencia puede variarse medi-
ante una ranura movible. Se observaron as{ franjas de interferencia
paralelas, do camino éptico constante, debidas a la reflexidn produci-
da por los complejos formados.

8i en alguna regidn, por ejemplo, hay un incremento en el fndice
de refraccién, las franjas rectas se curvardn de modo de no variar ol
camino dptico, pues un aumento en el fndice de refraccién debe compen-

sarse por una menor didtancia entre las placas. Esto oourre cuando se

acumula ¢l complejo en una zona particular, correspondicndo el pico de



a)

b)

la inflexidn 21 punto de equivalencia. La cantidad de antigeno y an-
ticuerpo combinada antes del comienzo de la precipitacién puede esti-
marse por ¢l 4rea bajo el pico y espesor del gel, dado que los valo-

res para los indices ¢ incrementos especificos de refraccidén, son ca-

si constantes para la mayoria de las

proteinas.

La figura 1) muestra los sistemas
de bandas observados en un gel en
el que difunden antigenos y anticu-
erpos. En a), se formd una banda de
precipitado (By). En b), la banda
de precipitado (By) observada des-

wsg, ‘W{’ T, i"},l , ’l Yk
"y gy g, B
3 { ;}'.‘ »

pués, se ha ensanchado y los picos

de las bandas cruzan a la izquierda

do(Bl). Estos picos (B,), correspon=-

den al punto de equivalencia de un
segundo sistema ant{geno-anticuerpo
No se detectd ningdn precipitado

Bp B en (Bp), cuando se tomd la fotogra-
Antig. dift.  Ansic. ffa b). Antes de que apareciera
Fig. 1 precipitado en la banda By, ésta te-

nia la misma apariencia de la By, dando picos en las bandas de inter-
ferencia, pero siendo completamente indetectables por otros medios.

Rafyt, Chamsy y Delsal (1954%), enumeraron, por una parte, los
antigenos presentes en filtrados de cultivos tetdnicos y por otra,
controlaron su purificacidn, llegando a la conclusidn de que la toxi-
na tetédnica es un conjunto complejo de antigenos o haptenes liberados
en el medio de cultivo, pudiendo aumentar por autolisis bacteriana o
degradacion de las moldéculas gruesas en pequefios fragmentos, debida
al envejecimiento del cultivo.

En el mismo afio, Plerre Grabar, sefialando la imposibilidad de de-
mostrar el grado de pureza u bomogeneidad de una preparacién, por un
88lo método analitico, asi como la diferente sensibilidad que pueden
presentar dichos métodos, efectud un estudio sobre las proteinas con

ayuda de la inmunoquimica. Usé para ello una técnica combinada, con-




sistonte on una separacién electroforética en medio gelificado, de
los constituyentee de mezclas bioldégicad y una reaccién de precipi-
tacidn especifica sobre el mismo preparado, que permite revelar la
presoncia de los distintos componontes.

Al mismo tiempo, otros autores confirmaron en sendas experiencias
la valiosa utilidad de la tdcnica de difusidn en geles.

Relyveld, Turpin y colaboradores (195%), obtuvieron un método sen-
cillo de purificacidén del toxoide diftérico y controlaron las diferen-
tes fracciones mediante la floculacidn en medios gelificados.

Guillaumie, Kréguer y Geffroy (1954), determinaron las zonas for-
madas por difusién de las toxinas del 0l. septicum y Cl. oedematiens

en sueros antigangrenosos gelificados.

En ¢l afio 1953, Oudin introdujo una modificacidn en su técnica
con ¢l fin de producir mayor densidad y diferonciacién en las zonas
de precipitacidn, consistente en reemplazar la solucién antigénica
después de varias horas de difusidén, por una solucidén de cloruro de
sodio 0.85 %. Este procedimiento debe realizarse sobre un cierto ni-
mero de tubos idénticos, en tiempos diferentes, de modo que la corres-
pondencia de las zonas en los tubos pucda restablecerse sin dificul-
tad. En esta forma estudid los antigonoé contonidos en la fraccién
del suero humano precipitado por sulfato de amonio a 45 % de satura~-
cidn, encontrando alrededor de 10 componentes.

Estando el presente trabajo préximo a finalizar, aparecid uma nu-
eva presentacidn de O udin (1955), en la que, ademds de rescfiar los
métodos de identificacién de antigenos mediante ¢l uso de geles, esta-
blece una variante que permite reaccionar varias soluciones gelifica-
das de ant{genos con el mismo inmunosuecro, usando cubctas de caras

paralelas no cerradas.




ANTECEDENTES CONSIDERADOS EN EL TRABAJO EXPERIMENTAL

A Ai iniciar estos trabajos, se presentaron dificultades en la ob-
tencidn de datos bibliogrédficos, por 1o que hubo de improvisarse pro-
cedimientos, que aunque no originales, oomo después se supo, dejaron
su ens¢ifianza al permitir apreciar los inconvenientes que tuvieron

que enfrentar los investigadores.

Oudin (1946) y Ouchterlony (1948), fueron los que dieron a las
reacciones de difusidn en gel, ¢l impulso y la importancia que tie-
nen actualmente. Conociondo sus rumbos, las experiencias se orienta-
ron en dos lincas : series de ensayos en cubctas y tubos, como lo hi-
ciera Oudin y otras en placas, con diversas variantes, de acuerdo al

sistema desarrollado por Olichterlony.

METODO EN TUBO:

En realidad, se debe a Nicolle, Césari y Debains
(1920) el primer intento para titular ant{genos y anticuerpos por su-
perposicidn de los mismos en un medio gelificado. Inspirados en el
método de Ascoli (1910), repartieron en una serie de tubos, mezclas
de vélumenes iguales (2ml.) de suero de caballo y gelatina 10%, do
reaccidén neutra. Después de solidificarlos en heladera, vertieron
cantidadcs decrecientes de suero de conejo anticaballo, permaneciendo
durante dos horas & temperatura ambiente. Se¢ obtuvo as{ la formacién
de anillos de precipitado caracterfisticas, en ¢l 1imite del anticuer-
po con el antigeno-gel. El1 anticuerpo fué determinado por la mds ba-
ja concentracién de suero que produjo dicho anillo.

Con el mismo método, ¥itularon el antfgeno previamente concentra-
do. Posteriormente valoraron toxinas y sueros diftéricos y teténicos
encontrando correspondencia con las titulaciones in vivo.

El método original de Oudin (1948), oconsistia en superponer la so-
lucién de antigeno que se queria analizar, al suero previamente geli-
ficado. Primeramente distribuyé en una serie de tubos y cubetas de
caras paralelas, la mezcla del inmunosuero con solucién de agar 0.6%
clarificado por coagulacién en caliente con suero normal de oonejo.
Los tubos fueron sometidos a un tratamiento previo, pues contraria-

mente a la gelatina, el agar no se adhiere al vidrio, razén POT la



cual al superponer ¢l antigeno al gel de inmunosuero, observé la
formacién de un precipitado entre la pared del vidrio y la columna
golificada, haciéndose irregulares las lfneas de precipitado resul-
tantes, lo ocual dificulté la lectura posterior. Este inconvenien#e
fué subsanado revistiendo ta superficie interior con una fina capa
de gel. Para ello calentd los tubos a 60-70°C.
1 ( llengdndolos con una solucidén de agar 1% a la
misma temperatura. Despuds de voloar, los co-

locd en bafio a 0°C. y desacé en vacf{o en presen-

sol.
— antig. cia de dcido sulfurico. Lusego de agregar las
’ééy ag.-suero
Q;) soluciones antigénicas, recubrid los tubos con
Fig, 2 cera y bédlsamo de Canadd, manteniéndolos a tem-

peratura uniforme (22.5°C.) durante 8-10 dfas y registrando fotogré-
ficamente. Este registro fué mejorado por el uso de las cubetas.

Sistemas de reaccién usados por Oudin ¢! Como reactivos usé los por

61 llamados sistemas precipitantes simples, formedos por un sdlo an-~
t{geno, tales como ovoalbumina de pollo, albuUmina de suero de caballo,
ant{geno somdtico O de Eberthella typhosa, productos de hidrélisis
como hapteno polidsido de ngumococo, polidsido O de E. typhosa y o-
tras fracciones. Los sistemas precipitantes complejos, comportaban
varios antfgenos que 81 llamé completos; los mfltiples se obtenfan
cuandd varios sistemas simples o complejos reaccionaban en ¢l mismo
tubo, estando al comienzo de la reaccidén los antfgenos reunidos en el
seno de la misma solucidn y los anticuerpos en ¢l mismo inmunosuero

o mezcla de inmunosuero. Oudin consideraba como sistemas miltiples
la mayor parte de los humores del organismo animal, o extractos bac-
terianos no fraccionados, cuando reaccionaban con un suero obtenido
después de inmunizar los animales con inyecciones repetidas del mis-
mo l{quido.

Factores que influencian la reaccidn : Al realizar las condiciones

experimentales mencionadas, Oudin observdé que la combinacién de los
antigenos y sus correspondientes anticuerpos, daba origen a compues-
tos insolubles y especificos ocuya donsidad (cantidad de precipitado

por unidad de volumen) se admitid como constante en todos los puntos



equidistantes de la interfase. B8i la precipitacidn tenfa lugar en
la capa de anticuerpos, se observaba una zona de precipitado alején-
dose de la interfase en ¢l cursc del tiempo. Del borde inferior de
dicha zona hacia la interfase, la densidad de precipitado pasaba por
un méxime, decreciendo por exceso de antigeno (zona de inhibicidn).

Es decir que, cuando la concentracidn de la sustancia que difun-~
de permangece constante en la solucidn en contacto con el gel, la dis-
tancia de la frontera & la interfase aumenta con el tiempo: es pro-
porcional a su rafz cuadrada.

Al observar mds de un mdximo de precipitado, Oudin concluyé que
¢l nimero de mdximos o fronteras desarrolladas, debia:considerarse
como un 1fmite inferior del nmimoro de antfgenos presentes en la solu-
0ién; podrd ser superior si la precipitacidn debida a uno de los an#
t{genos se produce totalmente en la capa de antigenos, bajo ciertas
condiciones de oconcentracidn, o sl los méximos estuvieran situados a
dos niveles muy préximos para poder ser distinguidos.

La eventualidad de un fendémeno de Liesegang, caracterizado por u-
na floculacién que progresa en forma periddica o ritmica, peroc no con-
tinua (estrfas inméviles), pondrfs en defecto la oconclusién de Oudin,
aunque é1 no lo observé en sus experiencias.

Condiciones necesarias para la formacidn del precipitado: Para que

se produzca la aparicién de la zona de precipitado, se requiere una

concentracidn minima de anti{geno. Como la distancia de esta zona a
la interfase aumenta con el tiempo, para un tiempo conatantb, la dis-
tancia franqueada varfa en ¢l mismo sentido que la concentracidén del
ant{gono y en sentido inverso a aa de los anticuerpos.

Cualquiera sea la oconcentracidn iniciak del antf{geno, existe un
valor de la concentracién de los anticuerpos debajo del cual @1 mé-
ximo de densidad dela zona e@s débil como para poder ser perceptible.
Para cada concentracidén de anticuerpo, existe un valor de la concen-
tracién inicial del antfgeno, debajo del cual el precipitado no apa-
rece en o1 gel, sino que se forma en la capa lfquida de la solucién
antigénica.

Oudin estudid la influencia de las principales variables sobre el

aspecto de la zona de precipitacién, con la ovoalbimina de pollo cris-




talizada, estableciendo que @1 méximo de densidad variaba poco con el
tiempo y oon la concentracidn inicial del antfgeno y variando ,en el
mismo sentido que la concentracidén de los anticuerpos. La mfnima
concentracién de ovoalbumina puesta en evidencia fué del orden de

0.01 mg.ml. Para otros antigenos serd difecrente.

Causas _de _error y su eliminacién: Entre las posibles causas de error
en la interpretacidn de las experiencias, Oudin sefiald las precipita=-
ciones no especificas debidas a productos bacterianos, estrfas por
cambios bruscos de¢ temperatura o por fendmenos de Liesegang. Estos
accidentes fueron evitados tomando precauciones y efectuando expe-
riencias en serie.

Resultados: En los casos en que un sélo antigeno reaccionaba, no se
observd mds que un sflo méximo de densidad de precipitado. Con las
cuatro albiminas ensayadas,la zona preeontaha el 1limite inferior muy
preciso, siendo en ocambio difuso cuando se trataba de antigenos bac-
terianos.

En una segunda parte, definiendo los sistemas precipitantes com-
plejos, estudié la reaccién entre dos antf{genos con los anticuerpos
homdlogos de uno s8élo de ellos: albumina de pollo y perro y antigeno
somdtico O y polidsido O de E. typhosa. Llegd a la conclusidn que la
zona del antf{geno homélogo es siempre la mds prékima a la interfase.

En cuanto a los sistemas miltiples, demostrd que la influencia
mutua de los diversos antfgenos reunidos en una soldcién es nula o
pequefia. La imagen dada por la reaccidén de los mismos con los anti-
cuerpos correspondientes, indica la superposicidn de las imdgenes que
cada uno darfa si reacciomara solo.

Técnicas de identificacidén de los antfgenos: Después de algunas con-

sidoraciones sobre las posibilidades de aplicacidn del método de di=-
fusién y teniendo en cuenta la naturaleza, desconocida a veces, de
algunos 1f{quidos biolégicos, indicd algunos medios para lograr su i-
dentificacidn. Asf{, estableciendo la identidad o semejanza especi{fi-
ca de los antfgenos de un doterminado origen, ocon los antigenos de
otro, o relacionando la zona de un antfigeno aislado, con la zona del

mismo antfgeno perteneciente a una mezcla. En este caso, por ejemplo

8¢ agotaba el inmunosuero del sistema miltiple, por la solucién que




contenfa ¢l unico antigeno y luego se hacia reaccionar comparativa-
mente la mezcla de ant{genos, con ¢l inmunosuero no modificado y con
el adsorbido, ambos en la misma concentracién. La zona que estuvie-
ra ausente en uno de los tubos, seria la especffica del antfgeno con~-
tenido en la solucidn original.

Otra manera serfia enriquecer la mezcla de antfgenos estudiada, a=-
gregéndole en cantidad suficiente la solucién de antigeno ¥nico, lo
cual producirfa un aumento de la zona espec{fica del ant{geno, en re-
lacién al testigo.

De todo lo que precede, concluyé Oudin que el mimero de antigenos
contenidos en una mezcla tal como un lfquido bioldégico, es superior
o igual al ndmero de zonas o méximos de densidad de precipitado que
se observa cuando se hace reaccionar esa mezcla con un inmunosuero,
dando precipitados espec{ficos. La probabilidad de una apreciacién
exacta del nimero de ant{genos, es a priori mds grande, cuanto més

espec{fico sea el suero correspondiente a la solucidn en estudio.

En 1953, Oakley y Pulthorpe introdujeron una modificacién inte-
resante y ventajosa al método de Oudin, al intercalar entre el anti-
geno y el anticuerpo gelificado, una columna central de agar, que

facilita el desarrollo y la mejor perceptibili-
v dad de las reacciones de difusién. Ellos usa-
ron tubos Lambeth (8x0.8 cm.), de didmetro uni-
forme, en los que vertisron mezclas de volumenecs

I -'sol.ant.
"~ agar iguales de agar 2%, filtrado en caliente y enfri-

—
[:],~ag-suoro

ado a S4°C. y suero o diluciones de suero, a la
Fig.3 misma temperatura, cuidando 4e¢ no tocar ¢l inte-
rior del tubo y de evitar la formacién de burbu-
jas. Sobre ¥l fondo, una vez frio, colocaron agar 1%, preservado con
ortocresol 0.5%, fundido y llevado a H4°C., hasta dar una colurna
central de altura uniforme (Fig.3). Esta depend{a de las circunstan-
cias: canto mds corta era, mds rdpido y densas aparecfan las linecas,
pero también mds anchas. Colurmas mds largas darfan bandas mejor se-
paradas pero mds tenues, tardando mds en desarrollar. Ellos usaron

una altura de 8mm., sobre la que vertieron el filtrado bacteriano,




constitufdo por C. diphterriae y Cl. welchii A, B, Cy D. Luego ce-

rraron los tubos con tapones de goma e incubaron a 37°C., obtenien-
do resultados satisfactorios generalmente a las 48 horas. El tiem-
po de aparicidn de las lfneas y su exacta posioidn, dependfa de las
concentraciones relativas de los antigenos y anticuerpos y de sus ve-
locidades de difusidn, ya que estas no son las mismas para todos los
ant{genos de una mezcla, aunque s{ pucden serlo para los anticuerpos.
Resultados: Lineas de distinta intensidad, se interpretaron como de-
bidas a antfgenos diferentes (siempre en concentracién adecuada res-
pecto al suero).

Ademds,sefialaron una posibilidad de error, muy necesario de te-
ner en cuenta: el por ellos llamado splitting de las 1{neas, es de-
cir, la separacién horizontal del disco de floculacidn, en dos de a-
parentemente igual densidad, que puede producirse cuando se prolon-
ga mucho la incubacidn. Este efecto pudo ser distinguido de la re-
accidn verdadera.

Si la concentracién del antfgeno fues bastante mayor que la del
suero, la linea se formaria debajo de la columna central, dificultan-
do o impidiendo su visién.

Con esta consideracidn podrfa favorederse el desarrollo de 1lf{neas
correspondientes a componentes débiles o complementarios, por incre-
mento de la concentracidn de las mezclas a ensayar.

Del mismo modo, con un exceso de suero, las lincas se desplaza-
r{an hacia arriba y si la reaccidn se prolongara, originarfa la di-
solucién del precipitado en un exceso del anticuerpo que difunde,
formdndose en un nivel superior.

También demostraron que un suero agregado a mezclas antfgenicas,
puaede ensayarse contra uno standard, por su capacidad de mover lineas
sobre la columma central y que muchos de los antigenos de filtrados
bacterianos responsables de la formacién de lincas, eran toxinas bac-
terianas bien conocidas.

En forma similar, si dos lf{neas se sobrepusieran, la adicién de
suero a la capa superior permitirfa separarlas, haciéndolas mover ha-

cia arriba a distintos niveles.(Figura 4).
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Fig. 4 .- Adicién oreciente del antisuero al filtrado
Columna de difusidén mostrando el efecto sobre
un sistema complejo de lfneas, de la adicién
creciente del antisuero al filtrado. Las lineas
estdn numeradas y su movimiento se sigue por
flecha. El1 antisuero agregado al tope no tiene
evidentemente anticuerpos contra los antigenos
responsables de las 1lincas 3 y 5; posee algunos
anticuerpos para los otros antigenos.

Asf, con este estudio, Oakley confirmd las observaciones de Ou-
din, al aceptar que el nimero de lineas producidas en una columna de
ddfusidn, es el mimero minimo de antfgénos presentes en la mezcla
antigénicaque difunde y sefiald la utilidad del método para demostrar

la complejidad de algunas muestras y seguir su purificacidén.

METODO EN PLACA:

Comc se menocionara al principlo, Ouchterlony de-
sarrolld el método de difusién en numerosas experiencias en las que
empled ocajas de Potri.

El procedimiento consistfa en cubrir el fondo con una delgada pé-
l{fcula de agar clarificado con cloruro de calcio. Sobre dicha super-
ficie colocd un molde metdlico recubierto de parafina. Despuds de
verter otra capa de agar y enfriar, separd cuidadosamente el metal,
quedando una depresidn en la capa superficial. En esta forma obtuvo
varias depresiones, ya sea en angulo recto o colocados segin los vér-
tices de un tridngulo. Estos surcos fueron llenados con los reacti-
vos a ensayar y recargados a intervalos de 12 o 24 horas. Posterior-
mente, debido a inconvenientes, se eliminé el recargado de lfquido.
La temperatura se mantuvo a 37°C. y las observaclones se registraron
diariamente.

Ouchterlony mostrd as{ que, si se permiten difundir preparaciones

de dos antf{genos diferentes hacia el mismo suero, pueden detectarse



pequefias diferencias en la composicidén antigénica.

o) oY E%D’;
4 2
A ;\/\ //\ B
2
x.y.3 o4

5 .- X, Y, 2, antigenos

x,¥, z ¢ anticuerpos correspondientes
En A, ambas preparaciones de antfgeno son idénticas.
En B, un antigeno estd ausente de la preparacidn.

Fig.

Es decir quo,segin se ve en la figura, idénticos precipitados se
funden en una simple banda o lf{nea, oruzando sin interferencila cuan=-
do sc trata de antfgenos distintos.

Adomds, por absorcidn del suero con ant{genos apropiados, o por
soparacidn o destruccidn de antf{genos en la mezcla, la aparicidn de
1incas en el espectro puede ser evitada o sclectivamente prevenida.

En general, Ouchterlony confirmé las conclusiones encontradas
por Oudin respecto a los factores que influencian las rcaccioncs de
difusién. En uno de sus trabajos (1950), desoribid la técnica de
produccidén de la toxina diftérica, obteniendo correspondencia con ex=
periencias on animales. Encontrd en el sucro antidiftérico comercial
por 1o mcnos cuatro anticuerpos difcrentes junto a la antitoxina.

El mérito principal que le cabe a este investigador, a nuestro
juicio, reside en habor facilitado la comparacidn de diferentes pro-
parados de ant{genos o inmunosueros similtancamente, aunque ein des- °

medro respecto de sus restantes conclusiones.




SEGUNDA PARTE

TRABAJO EXPERIMENTAL

Para su descripcién se procederd en dos etapas :
Por un lado, la preparacién de los roactivos y medios de difusién,
ant{genos, sueros y geles; por ol otro se tratardn las técnicas uti-

lizades para estudiar los difercntes sistemas de reaccidén.

MATERIAL EMPLEADO

PREPARACION DEL MEDIO DE DIFUSION

Se partid de una solucidn de gelatina al 10% y otra de agar al
2%.
Gelatina 104 : Se corten 10g. de gelatina noutra de bucna calidad
en pequefios trozos y embgben en agua destilada fria, guardaddo duran-
te 2t horas en heladera. BSe vierte ol agua y funde alredcdor de 86°C
Despuds de oompletar el volumen hasta 100 ml., se filtra en cstufa a
37°C., por papel plegado, se adiclona do merthiolate 1:10.000 y con-

gerva oen frio.

Agar 2% : 20g. de agar cortado on finas tirillas se lavan en agua,
dostilada durante 24 horas. Después de decantar se completa alli-
tro y funde on bafio mdrfa. Como las rcacciones de difusidn requieren
un goel 1fmpido, sc siguieron tres métodos para su clarificacidn:

a) filtracidn, b) centrifugacién y o) precipitacidn con cloruro de
calcio. No se usd la purificacidn con agregado de protefnas coagu-
lables debido a la'dificultad de su total sepaTacidén y a su posible
interferencia en la reaccidn.

a) _Filtracidn: El agar fundido segdn se indicd, se fil-
tré dos veces en caliente por buchner conteniendo unt capa de papel
en pasta. Las primecras porciones,acuosas por la dilucidn dada por
la papilla, se desecharon y el resto se dojé congelar en heladera.
Luego se desheld con el fin de separar ol agua y las impurezas que

pudiera contener. Esta operacién se repitid dos veces en dfas conse-

cutivos. A la esponja de agar obfenida, se le agregd agua destilada



hasta el ,volumen requerido, se fundid y volvid a filtrar on calien-
te por buchner dos veces, distribuyéndose luego en tubos que se es-
terilizaron en autoclave durante 20 minutos.

Para ovitar la @ilucidn que se produce al filtrar por pasta de
papcl, se emsayd una filtracién por Scitz con membrana clariftcante,
obteniéndose mayor limpidez.

b) _Contrifugacidn: Después de lavado y fundido el agar emn

bafio marfa, se distribuyé em tubos y centrifugd durante media hora
a 3500 revoluciones, en centrifuga Internacional con cabezal angular
Una vez solidificado, se separd el gel oon ayuda de espéfula » COT-
tando y descchando la porcidn del fondo que contenia las impurczas
sedimentadas. lLuego se volvid a fundir y repitidé el procedimiento,
agrogando fenol al 44 como consorvador.

6) _Pracipitacidn con cloruro de calcio: El agar 2% fundido,

8o precipitd con solucidén de cloruro de calcio hasta concentracién
final del 5%, oaleontando suavemente alrededor de media hora. Luego
se centrifugd como se indica en b). Los trozos scparados sc lavaron,
primero en agua corrignte y después en agua destilada, durante tres
dfas, llevando al volumen roequerido. 8e volvid a fundir y centrifue
gar, elilminando as{ el precipitado que pudiera estar inclufdo en el

gel.

REACTIVOS Y FORMA DE OBTENCION

I.- ANTIGENOS

1) Toxoide diftérico concentrado vy purificado por precipitacidn en
PUNES isocléctrico: a) del 28-1-54 (650 Lf.ml.); b) 215 (1200Lf.ml)
2) Toxoide diftérico orudo: (34 Lf.ml.). Este toxoide fué concentra-

do en tres formas:

a) Por ovaporacidn en vacio : Dos placas de Petri contenien-

do 10 ml. de toxoide crudo cada una, se colocaron en desccador cn
prescncia de gol de sflice, se hizo el vacfo y después de 24 horas

se agrogé al residuo 1 ml. de solucién fisioldégica, obteniéndose una



oconcentracidn final de vointe veces.

b) Por ultrafiltracién: 100 ml. del toxoide crudo indicado,

fueron voertidos, oen pequecfias porciones, sobre una membrana de colodio
edaptada a un ultrafiltro. Después de efectuar vacio y mantener cn
heladera 24 horas, se extrajo el residuo seco con 1 ml. del lfquido
filtrado, repitiendo dos vcces més la extraccidén. El pH se roguld a
un valor de 7.4 aproximadamente, con solucién de bicarbonato de sodio
5%. La concentracidn final fué de 25 veces.

¢) Por precipitacidn con sulfato do amonio y liofilizacidn:

Un 1litro de toxoide orudo se precipitd con 700 g. de sulfato de amo-
nio (70%) a 40°C. El material floculado recogido con espdtula y ol
1{quido de lavado, fuecron puestos en tubos de cclofdn para didlisis
(esterilizado por cbullicién). Para cvitar la ruptura de los tubos
de cclofdn, por la gran tonsidn osmética desarrollada, fueron acon-
dicionados dentro de un armazdén de filtro BercKefeld, rellcnando los
eopacios con arena grucsa. En las primeras 12 horas so pasd agua co-
rrionte en forma continua, terminando la didlisis en heladera frente
a agua destilada renovada hasta no dar reaccidn de ion sulfato. E1
valor del toxoide obtenido fuéd de 500 Lf.ml., y consideréndolo insu-
ficicnte para algunas experiencias, sc procedid a concentrarlo por
liofilizacidén. Para ello se usé el dispositivo indicado en la figu-

ra 5, que consta de dos frascos dec Rr-

vacid
Aﬁ;\?i:’ lonmayer A y B, unidos por un amplio
ﬁ } }?i g tubo de vidrio C, on uno de cuyos ex-
Zi \ I? i; _:E tremos so soldd un tubo para conectar-
- ___) lf:====zj lo a la bomba de vacfo (Cenco Hyvac).
B Las uniones al tubo fueron sclladas
Fig. 5 con mdstic en calicnte.

Colocado el dializado en A y congelado, se sumergid B en mezcla
de nioeve carbdnica y etanol, dejando enfriar antes de ooncctar el va-
cfo. El procecso de sublimacién fué acclarado con infrarrojo. BSe ob-
tuvo un material f4cil y rapidamente soluble en agua, que se diluyd

hasta una concentracidn de 1400 Lf.ml.



3) Toxoide tetdnico purificado del 18-VIII-gh(534 DT; 1 DT corres-

ponde a 0.1 U.)
4) Toxoide tetdnico purificado (750 DT).
§) Toxoide tetdnico no floculantc (250 DT)

6) Toxoide tetdnico concentrado y purificado por sulfato de sodio

anhidro, de acuerdo a la técnica de Modern, Ruff y Gatti (Rev.
Inst. Malbrén, XV, N°3, 1950-53, 232). Se usé una concentracién
de la sal del 15%, agregada al antigeno a 35°C. Despuds de man-
tener en cémara frfa durante 2 horas, se centrifugd y disolvid en
agua destilada.

7) Toxina totdnica.

8) Toxina estafilocbdccica de 15 Lf.ml.
9) ®oxina cstafilocdccica de 40 Lf.ml.

10) Toxoide estafilocdccico (Toxina formoleda al 0.6%, grado de hemd-
1lisis menor del 1/5 del valor inicial).
11) Toxina estafilocdccica Procipitada con sulfato de amonio a satu-

rocfon y dializada como se indica en (I-2c).

II.~- SUEROS

1) Suero antidiftérico proteolizado (2000 Lf.ml., provenionte do la
B8eccién Sueros del Instituto Malbrén.

2) Suero,entidiftérico de procedencia norteamericana (6000 UI. en 3.1
ml.).

3) Suoro antitetdnico purificado (4500 UIl.ml.).

4) Suero antitetdnice purificado (3000 UI.ml.)

5) Suero antiestafilocdecico (200 UI.M1.)
Estos dltimos suecros (3,4 y 5), también fueron producidos por la
Seccién Sueros del Instituto Malbrédn. Todos son proteolizados.

III.- TECNICAS DE MEDICION DE ANTIGENOS Y SUEROS

Las titulaciones en Lf. para los antigenos diftérico y tetédnico
fuoron cfectuadas siguiendo la técnica de lectura en S8ptimo de flocu-

lacién, segdn Ramon (1922), en bafio maria a 50°C.



Las toxinas estafilocdccicas fueron valoradas por su accién he-

mol{tica sobre gldbulos rojos de concjo. Para ello se mezcld 1 ml.
de la dilucidn 1/20 del suero "standard", es decir, 1UI, con canti-
dades orecientes de la toxina desconocida. 8e incubd durante media
hora a 37°C. y luego se afiadid 0.5 ml. de una suspensidn de gldébulos
rojos de concjo al 5%, que se obticne lavando 5 ml de sangre de conec-
jo desfibrinada, con solucidn fisioldgica y suspendiéndolos con la
misma hasta completar los 100 ml.

La dosis "test" de toxina quedd determinada por el primer tubo
quoe proscentd hemdlisis después de incubar la mezcla a 37%C., durante
una hora. La medicién del toxoide estafilccdccico se efectud sigui-
endo la misma técnica, pero agregando a la mczola del suero y toxol-
de, después do completar con 1 ml. de solucidn fisioldgica e incubar
a 37°C.media hora, media dosis *test". 8Se dejd media hora a 37°C. y
aftadid 0.5 ml. de la suspensidn de gldbulos de conejo, leyendo a la
hora de incubacién los resultados.

Como tftulos dc los sucros emplcados, se tomaron los indicados

por el laboratorio productor.

IV.- TECNICA FOTOGRAFICA

Los registros fotogrdficos fueron hechos por contacto, tomando ci-

ertas precauciones técnicas para evitar la distorsidn (Figura 6) :

1° Fuente luminosa: Se usé una lémpara
puntiforme fijada a 1l.5m. do distancia so—
bre la mesa de trabajo, con interruptor
manual .

2° Con el objeto de corregir los defec—
tos de fabricacidn del material de vidrio

emplcado, las placas fucrpn sumergldas en

un recipiente con agua y fondo de vidrio
Fig.6 opticamente plano, ocuidando de no incluir

burbujas. En esta forma, las imperfecciones do las placas de Petri

se redujeron a un minimo. El papel fotogrdfico fué colocado inmedia=

tamente debajo del fondo plano del recipiente. Se usé papel al cloro-



bromuro.

En los ensayos con cubetas, como éstas oran de caras paralelas
no fué necesario ningin artificio para obtener las prucbas fotogré~
ficas.

Para el revelado y fijacidn se prooedid de acuerdo con la técnica
habitual.




CONDICIONES EXPERIMENTALES

TECNICAS DE ..DIFUSION ENSAYADAS

Para facilitar la desoripcién do las experiencias, so tomaron
como base los distintos tipos de reaccidén, sin tener en cuenta es-
trictamente el orden en que fueron ejecutados los trabajos y consi-
derando sdlo los de mayor significacidn.

Por ello, no se describen con detalle los ensayos en tubos y ou-
betas, destacando con méds amplitud lo referonte al método on placa,

que fud definitivauente adoptado.

METODO EN TUBOS

Los trabajos de Nicolle, Cdsari y Debzins (1920), fueron repeti-
dos con gueros y toxinas diftdricos y tetdnicos con ¢l fin de compro-
bar su efecctividad como método de titulacidn.

Los resultados obtonidos no fucron satisfactorios. Aunque la
formacidn de 1fncas es rdpida y bastante visible, dicha técnica no
permite las lecturas en el punto éptimo de reaccidn, sino que sdlo
indica el 1lfmite.

Debido a esta razén es que posiblementc haya cafdo en desudo la
téenica de tales autorcs, reasidiendo su mencién en la importancia his-

tdrica.

Siguiendo la tdenica de Oudin (1948) al comienzo y aplicando la
modificacidn de Oakley (1953) después, se roalizaron'algunos ensayos
introduciendo también otras variantes que resultaron de mayor utili-
dad.

Con ol método de Oudin, se encontraron inconvenientes en la lec-
tura. La banda do precipitado se formé cn la interfasc agar-toxoide,
o en zonas muy préximas a la misma, impidioendo la interpretacién co-
rrocta de las experiencias.

Al intcrcalar la columna central dc gel entre el antigeno y el

agar-sucro, como lo hiciera Oakley, se facilité el desarrollo de la



reaccidn. Los resultados obtenidos fueron mde claros, aunque se pre-
sentaron también distorsiones de las lineas, debidas al fondmeno do
corrimicnto del reactivo 1liquido entre el gel y la pared de vidrio.

Introduccidn de una variante al método de Oakley

Para ovitar el inconveniento rocién sefialado, pudo haberse recu-
rrido al tratsmioento provio de los tubos (utilizado por Oudin), pero
se prefirid gelificar también la capa superior del antfgeno, como so
efectuara con @l suoro.

Ventajas : Las que se obtuvieron fueron grandes : Desaparcecid la
dificultad mencionada, uniformdndose ademds la velocidad de difusidén

del ant{geno respecto a la del immunosuero.
Matoeriales

S8e estufliaron los sistcemae diftdrico y totdnico, con algunos de
los reactivos indiocados en el capftulo anterior.

MBBIcs de difusién :Ademds de agar 1%, 8o empled gelatina oomo medio

do difusidn, en diferentes concentraciones, encontrédndose que la con-
centracién del 1% procuraba mejor definicién de las lfneas.

Modificacidn del medio de difusidn : El agregado de 1% de golatina

a8 la columna central de agar, oonstituyd una variante interesante y
ventajosa, pues por comparacién con las serics anteriores, se obser-

vo mayor nitidez del medio, lo cual facilité enormemente la lectura.

Procedimiento

Las primeras reacciones so efectuaron en

tubos do ensayo de 20x1.5 cm.,de didmetro u-

{

a -tox.
€ I~ — niforme. En @l fondo se vertid la mezcla de
ar
o8 — 1 agar-sucro (2ml.), luego la columna central de
agésuero
,g6l, ya sea de agar, gelatina, o 1g moezcla de
Fig. 7 ambas; el volumon depend{a de las ocondicionecs

necesarias para ocada roeaccién. Todas las di-
luciones se hicieron con solucién de cloruro de sodio al 0.9%. Por
dltimo se agregaron 2ml. de toxoide-agar, previamente fundido y lle-

vado a 45°C., lo mismo que las mezclas anteriores.



Los tubos bien tapados so mantuvieron en estufa a 37°C., salvo
los que contenfan gelatina central, que se incubaron en heladera.

Despuds de efoctuarse numerosas variantes en cuanto a factores
que podrfan influir en la difusidn, se adoptd como lfmite de tiempo
de reaccién, ocho dias para el sistecma diftérico y veinte para el te-
tdnico.

As{, se proparon serics a distintas concentraciones de los reac-
tivos, unas con exceso de suero, otras con aumento de antigecnos o on
valores equivalentes. También se estudid el efecto de distintas tom—
peraturas y aocién de electrolités, a veces agregados al gel de la
columna central.

Posterirmentc, se usaron tubos do menor tamafio, permitiendo ello

roducir los voldmones de reactivos.

RESULTADOS OBTENIDOS

Durante el desarrollo de las reacciones de difusidén, se ha cons-
tatado en general, lo examinado por los autores mencionados.

8in embargo, se considera nccesario remarcar la importancia que
tiene la concentracidn de los reactivos, en el nimero de lfneas for-
madas.

Sistema diftérico : Al comparar series cuyo valor estuvo compron-

dido entre 1000 y 10 Lf.ml., usando toxoide purificado por precipita-
cién en punto isoeléctrico(I-1l) y suoro proteolizado (II-1), se pudo
observar 1o siguiente (Fig. 8) :

naoolf: coot#ﬂ 10 Lf.

Figo 8
Con 1000 Lf.ml., una lfineca de mayor densidad, en el centro de la

columna intermedia, y 2 mds tenues, a cada lado de la principal.



Oon 100 Lf. se formaron 2 1lineas, la méds débil sobre la central
Oon 10 Lf.ml., eolamente 1 l1f{nca, de menor densidad que la correspon
diente a la serie anterior. OCuando se empled columna central de ge-
latina, se observd igual nimero de lfneas que ocon agar, aunque la di-
fusidn fué més lenta.

En esta forma, confirmamos la idea do que, para visualizarse la
formacién de los precipitados producidos por la combinacidén antf{geno-
anticuerpo, es necesario sobrepasar cierta concentracidn lfmite de
los sistemas reaccionantes, ya que los oomponentes que se oncuentran
en menor proporcidn, posiblemente responsables de las l{neas secunda~
rias, sélo aparecoon por encima de ese valor.

Usando concentraciones muy elevadas se trobieza con la dificultac
de no distinguir las lfneas mgy prdximas entre s{.

Sistema totdnico : Se aplicd igual téonica que en el sistema dif-

térico, poro con distintos valores de ant{geno y antisuero, obtenién-

dose mayor nimero de l{ncas: 2 densas y 4 mds débiles.(Fig. 9)
\

T Fig- 9

La interpretacién del desarrollo y significado de la reaccién se

efectuard al tratar el método en placa.

Tanto en uno como en otro sistema de reaccidm, los resultados con-
trastan evidentemente, em lo quoe a mimero de lincas se refiere, con
los obtenidos por otros autores. Por ejemplo, Pope y oolaboradores
(1951), al desarrollar un sistema antfgeno- anticuerpo diftérico en
gol de golatina, alcanzaron a distinguir hasta 24 antigenos (1fncas)

Estas diferencias nos indujeron a tratar de indagar la razén de
resultados tan dispares, pero dadas las dificultades de interpreta-
cidn de las 1lfncas en las reacciones en tubo, sumadas a la falta de
equipo fotogrdfico adecuado para obtener un buen registro, hioieron

derivar las invedtigaciones hacia procedimientos que se mostraran méds



déciles en nuestras manos. Por lo tanto, sc abandoné el método en
tubo, aunque reconociendo su ventaja respecto a sensibilidad.

Es as{ como se recurrid al uso de otros elementos que facilita-
ran ¢l desarrollo o interpretacién de las reacciones de difusién.

Se conté para ello con algunas cubetas de vidrio de caras parale-
las; pero por ser insuficientes y no pudiendo disponer de otras, se
improvisé una serie, preparada con portaobjetos. Las experiencias

se efectuaron siguiendo el orden indicado a continuacién.

ENSAYOS EN CUBETAS DE CARAS PARALELAS

Se usaron de dos tamafios: una de 35x55 mm. y 5 mm. de espesor y
la otra de 21x80 mm. e igual espesor.

La técnica y los reactivos fueron los mismos que para los ensayos
en tubo, insistiéndose con el sistema tetdnico por la complejidad de
las 1{neas obtenidas.

8i bien pudo hacerse en esta ocasidén el registro fotdgrdfico, se
presentaron algunas dificultades, pues la desecacién del gel, a pesa:
de la incubacidn en ambiente hdmedo, impidid en ciertod casos la for

macidén de lincas.

Fig 10

El empleo de inmunosuero y toxoide tetdnico purificado (I-3 y
11-3), mezclados en iguales proporciones al gel de agar-gelatina (ex-
ceso de anticuerpos), permitid la observacién de 6 lineas de distin-
ta densidad, tal como se aprecia en la figura 10 y cuya interpreta-
cién se hard mds adelante.



ENSAYOS EN CUBETAS PREPARADAS OON PORTAOBJETOS

Ante la imposibilidad de contar con mayor numero de cubetas, so
decidié la preparacidn de otras. Se emplecaron soportes de tres ti-
pos para los portaobjetos ¢

a) alambres de bronce en forma de U; b) listones de madera barni-
zada después de haber permanecido on estufa, a 37°C., durante dos df-
as y ¢) moldes de caucho.

Sobre dichos soportes se adaptaron dos portaobjetos colocados pa-
ralelamente y unidos con méstic. La distancia entre ambos fué de 4
mm. aproximadamente.

Después de algunos ensayos, fud neeceario desistir del uso de es—
tas cubetas, ya que se presentaron inoonvenientes ¢! escasa defini-
cién e irregularidad en las lfncas, desccacién del gel, separacidén
del soporte, etc., diffciles de subsanar, a pesar de las modificacio-

nes que se introdujeron.




METODO EN PLACAS

ENSAYOS EN PLACAS DE PETRI

Al comienzo de estas experiencias, no se conté con los anteceden=—
tes de Ouchterlony (1948). Inspirdndonos en los métodos de medicidn
de antibidticos para 1la aplicacidén de los reactivos, se usaron tres
dispositivos diferentes: discos de papel de filtro,ocilindros de¢ pas-
ta de papel de filtro y dedales de vidrio.

Los discos presentaron la desventaja de su escaso poder de impreg-
nacidn; los cilindros de pasta de papcl, si bion absorbieron mayor
volumen, tuvieron la dificultad de producir corrimiento de 1{quido.

En cambio los dedales de vidrio, aplicados a la superficie del
gel, permitieron medir exactamente con pipeta los volumenes de lfqui-
do necesarios, con la consiguiente ventaja.

Como método de ocolocacidén se usé la técnica de Abraham y colabo-
radores (1941), para medir penicilina, que consiste en aplicar los ci-
lindros en caliente sobre el gel ya precparado.

Los redultados obtenidos, aunque muy bucnos, fracasaron en varias
oportunidades, por corrimiento del 1fquido entre el vidrio y el agar,
por lo que se recurrid a algunos artificios para evitar dicho incon-
veniente!

1) Impregnacién previa del cilindro en agar fundido como medio
de adhesién a la superficie.

2) Extensidén dol agar en dos capas superpucstas.

Como este segundo procedimiento fué adoptado definitivamente, scrd
tratado con mayor dctalle.

Se usaron placas de Petri de 10x1.5 om., colocéndose los dedales
apoyados sobre una primera capa solidificada, determindndosc las con-
diciones mds convenientes como sigue:

Enctres placas sc vertieron,en cada una, 5, 10 y 15 ml de agar o
mezcla de agar-gelatina 1%, fundidos y llevados a 50°C.. 8¢ dejé on-
friar y sobre la superficice se dispusieron los cilindros. Luego se

vortié otra capa del mismo gel fundido, de 15, 10 y 5 ml., on forma



de completar un volumen de 20 ml. por placa. Asf{ quedaron los oilin-
dros perfectamente fijados. Después de enfriar, agregar los reactivos
e incubar, se compararon las tres condiciones, observdndose mayor ve-
locidad de difusién y mejor desarrollo en la tercera placa (15 y 5 ml)
La distancia uniforme entre los dedales se puede conseguir en
forma sencilla, colocando un papel con trazado de ofrculos debajo de

la placa, o bien ocon un dispositivo de

—,

7T metal oomo el empleado por nosotros,
//// ‘é que por simple apoyo sobre la superfie
( | cie permite la impresién deseada.
1 o o / El tamafio de los cilindros fué de 12
B ¢

mm. de altura por 7.5 mm.de didmetro y
de 10x5 mm.; su disposicién, segin los
vértices de un tridngulo, como indica

Fig. 11

la figura 11, sioendo la distancia de

20 a 22 mm. de acuerdo a los cilindros usados, aunque en los trabajos
preliminarcs fué mayor. Los cilindros se llenaron ocon los lf{quidos
a ensayar, teniendo on cuenta las oconcentraciones necesarias para da~
da experiencia.

Las placas s¢ mantuvieron en estufa a 37°C, on ambiente humedo
para evitar la desecacién del gel.

Las experiencias fuoron bechas por duplicado, de manera de usar
una para obsecrvacidn diaria, reservédndése la otra sin variaciones de
tomperatura, para el registro féetogrdfico.

El tiempo de reaccidén fué distinto para cada sistema analizado.
8i bien, al desoribir la técnica de difusién en tubo se menciond la
actividad de la gelatina, fué oon este procedimiento en placa donde
se aprecid aun més su utilidad, al incorporarla al gel de agar en con-
centracidn del 1%: ademdd de producir mayor transparencia del medio,
acelera la difusién y permite en algunos ocasos, la lectura de lfneas

correspondientes a componentes adiocionales, que no son detectados en

el gel simple.




Variante del método en placa

Cualquiera que sea la téonica utilizada, el mdétodo de reaccidn em
placas de agar tiene el inconveniente de exigir clierta concentracién
de reactivos que no siempre es fdcil de oonseguir. Para obviar esta
dificultad, se recurrid a una serie do artificios técnicos.

En ol método indicado, el reactivo difunde en el medio, en redor
del punto donds es colocado, aunque sélo se utiliza una pequefia zona
para la reaccién. Esto significa en réalidad una dilucién que puede
evitarse.

S8e efectuaron los siguientes ensayos:

a) En portaobjetos

81 en un portaobjeto cubierto de agar, se cargan, segin la distan
cia requerida para la reaccién, dos de sus bordes con los reactivos,
(Fig 12), la difusién sdlo se produce sobre el frente de reaccidn,e-
xigiendo menor cantidad,de material.
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Fig. 12

b) Ensayos sobre tridngulos de vidrio

81 se observa como difunde el reactivo, partiendo del centro de
disporsidn, segin indican las flechas cn la figura 13, ee llega a la
oconolusién de que la zona Util es la limitada por la lfnea de puntos.
Oon la base de esta deduocidn se cortaron tridngulos de vidrio del
tamafio del droa marcada, que al cu-
brirlos ocon agar, delimitaban la su-
perfiocte de gel a lo estriotamente
necesario, reduciéndose & la sexta

parte la cantidad de recactivos necesa

ria para obtener una reaccidn.
En la copia fotogrédfica adjunta
Fig. 13 (Fig. 14), puede observarse el espeoc—

tro obtenido en esta forma, usando eistema tetdnioco.



Fig, 14

Estos dos procedimientos, aunque presentaron las ventajas sefia-

ladas, tienen el inconveniente de ser muy sensibles a la desecacidn,
por lo cual no se insistid en su uso, continuando los ensayos con el

método en placa ya descripto.

Puede afirmarse, en términos generales, que con la disposicién
triangular de los cilindros antes mencionada, al difundir dos ant{-
genos idénticos por un lado y su correspondiente anticuerpo por el
otro, se formarédn al encontrarse y estando en concentraciones épti-
mas (equivalencia), lfneas de precipitado blancas, especificas y bi=-
en definidas.

Al prolengarse la difusién, estas l{ncas se unen, dando arcos de
simetrfa. Si se trata de varios sistemas involucrados, la forma, po-
sicién y dngulo de cada lfnea dependerd de la concentracién e iden-
tidad de los reactivos.

Una muy pequefia concentracién en uno de los dedales, producird
desviacidn de la lfinea de interferencia en el lado opuesto, desapa-
reciendo la simetrfa. En cambio, las 1lfneas correspondientes a sis-
temas no idénticos cruzardn sin interferencia. Esto se ilustra en
la figura 15.

Las sucecivas experiencias permitirén aclarar dichos conceptos.

Con el método en placa se exsminaron tres sistemas antigénicos:
diftérico, tetdnico y estafilocdecico.

Fueron numerosas las prucbas preliminares efectuadas, que permi-
tieron seleccionar las mds demostrativas. Estas se describirdn a

continuscidn.



=) b) o)

Antiocuerpo
o o ‘ o
o o o o] o o
Ant{geno Ant{geno

In a) Antfgenos idénticos en igual concentracidén.
En b) Antigenos no idénticos.
En ¢) Identidad parcial.

“La denominacién de los antf{genos, sueros y medios de difusidn,
corresponde a la indicada en ¢l capftulo relativo a materiales emple-

ados.




'SISTEMA3. DE REACCION ENSAYADOS

SISTEMA DIFTERICO:

Experiencia 1

a) Toxoide crudo, concentrado por sulfato de amonio (I-2¢), en By C

contra inmunosuero (JI-1), de concentracidn ecquivalente, 200 Lf.

en A.

Dos dfas después de incubarsc las placas, aparccié entre el oi-
1indro del suero y los del antfgeno, una lfnea de precipitado bien
definida (I), ocuya posioidn no varid du-
rante los ocho ,dfas de observacidn. Al
cuarto y quinto dfa respectivamente, se

observaron 3 linecas méds, de monor niti-

dez: una dirigida haclia el cilindro con-
teniendo el antfgeno, la ndmero II y 2
préximas III y IV, de menor intensidad

Fig. 16

y algo difusas, del lado del sucro.
Estas 1lineas ee'extondieron gradualmente hasta fundirse ocon las co-
rrespondicntes a la reaccidn del lado ppuesto, formando arcos concén-
tricos y simdtricos en el punto de unidn.
Por dificultades técnicas no pudo obtenerse el rogistro fotogré-

fico do este ensayo.

Exporiencia 2

Proparaciones antigénicas diferontcs, contra el mismo inmunosuero

a) Toxoide crudo concentrado (I-2¢c) en B, ocomparado oon toxoide pu-

rificado (I-1b); suero (II-1) de concentracidn equivalente,300 Lf

en A.

En esta prucba, no aparecié la linca III entre el toxoide purifi-
cado y suero. La lfnca principal I, se unid simetricamente a la co-
rrespondiente del otro lado, no &s{ la 1lfnea II sccundaria, cuya posi-

cién ha variado. Esto explicarfa que durante el proceso de refinacfon



desaparece un componente y se modifica la concentracién de otro. En
cambio, el ant{geno principal se mantiene invariablse.

La zona clara que rodea al cilindro que conticne el toxoide cone
centrado crudo, segin puede observarse en la foto 2a), se debe a la
presencia de porfirinas y otros pigmentos que han precipitado junta-

mente oon el toxoide.

b) Llos mismos reactivos que en a) en concentracién equivalente menor

180 Lf. en cada cilindro.

El gol se preparé con agar purificado ocon Cloruro de calcio.
Se formaron las mismas l{ncas quo en la reaccién anterior, pero las
secundarias fuoron menos nf{tidas, posiblemente dobido & la diferencia

del medio usado.
Experoncia

a) Toxoide concentrado orudo (I-2c), contra inmunosuero (II-1), en

concentraciones diferentes. 300 Lf en A, 300 y 200 Lf en C y B.

Las 1{neas de precipitado aparecieron al mismo tiempo a ambos la-
dos: la principal, entre el toxoide y suero de distinto valor, casi
no modificd su posicidn, siendo practicamente constante el dngulo for-
mado. Las lineas II, IIX y IV, que aparecen invertidas respecto a las
experiencias anteriores, debido al cambio de disposicidn de los ream~
tivoe, (toxoide en A), sufrieron un ligero desplazamiento, tanto del
dngulo como de posicidn, correspondiente a la variacidn de conocentra~
cién, moderada en este caso.

Aunque en la foto (3a), la visibilidad de las 1{neas III y IV es
escasa en la zona de la derecha, el examen directo de la placa no o-

frecié dificultad de interpretacién.

Exceriencia 4

a) Toxoide purificado (I-1b) de diferente concentracidén, 60 Lf en B

y 240 Lf en C, contra el mismo inmunosuero (II-1), 200 Lf en A




En ¢sta prueba, la 1fnea de precipitacién I, entre el ant{geno
y anticuerpo de gran diferencia de concentracién, aparecid despuds
del segundo dfa. Al prinocipio fué limitada y estrecha, aunque menos
intensa que la correspondiente del lado opuesto, pero luego migrd ha—~
cia el antfgeno, haciéndose mds ancha y difusa. Ounando se interrum-
pid la experiencia después de trece dfas, la linea II del mismo lado,
se habfa desdoblado dando el caracter{stico "splitting®, mencionado
por Oakley (1953).

Estos hechos pueden explicarse, porque al haber un exceso de re-
activo, el anticuerpo en este caso, por difusién continua (mayor ve-
looidad), produce la disolucidén sucesiva del complejo precipitado y
su posterior formacién, mds adelante, comprobdndose que la posicidn
deé las lincas depende de las concentraciones de los reactivos, tal
como ya se acfinlara.

En cambio, una diferoncia moderada ( zona opuesta), apenas modi-

fica el aspecto de las lincas,

b) Efecto dgl recargado del cilindro do suero

Toxoide purificado (I-1b), 200 Lf en A, contra inmunosucro de vg~

lor equivalente (II-1), 200 Lf ¢n B y O.

La experiencia se 1llevé a cabo en iguales condiciones que las an-
teriores. Pero al séptimo dfa, se volvid a llenar el cilindro B con
el mismo molumen de suero e incubd. Despuds de cuatro dfas, se ob~
servé el aensanchamionto de 1a 1linea I y su ulterior separacidn (fote
4b)1); ésta so hizo mde notoria al tdérmino de la prucba (10 Bdfas)(fo-
to 4b)II ). La lfnea II también sufrid igual modifiocacidn, como se
aprecia en la foto.

Estos resultados confirman la explicacidén dada en ¢l ensayo ante-
rior.

Como consecuencia puede deducirse la inconveniencia del agregado
do reactivos después de iniciada la reaccidn, aun haciéndolo en todos
los cilindros.



SISTEMA DIFTERICO

Experiencia 2a

Experiencia Y4a Experiencia 5a




Experiencia 5

a) Toxcide purificedo (I-1b), en 0 y el miamo toxoids proviamente

calentado a 80°0, durante 15 minutos, en B, oontra suero(II-1)enA.

Segdn puede observarse en la foto correspondiente (5a), el tra-
tamiento a que fudé sometido el toxoide no destruyé el antigeno prin-
cipal. Si bien se produjo interferencia entre ambas lineas, la que
corresponde al toxoide calentado es mds difusa y no muestra simetria

lo oual indicarfa desnaturalizacidn.

Experiencia 6

T Ensayos couparativos entre sueros difecrentes

a) Sucro de procedencia norteamericana (I1I-2) en B y suero argenti-

no (II-1) en C, contra toxoide purificado de concentracidn equi-

valente (I-1b) en A, 200 Lf.

Al segundo dfa de incubacidn, se formé la linea I, principal, en
cada lado de los cilindros de sucro, que 86 unid en forma simétrica
rosteriormente, lo mismo que la lines II. La lfneca III sélo aparecid
entro 91 toxoido e inminosuere ergeniino, sin mostrar interferenocia.

Las 1{neas II y III no se perciben bien en el registro fotogréfico.

b) Los mismos sugros (II-2 y II-1) y disposicidn contra toxoide cru-

do_goncentrado con sulfato de emonio{I-2¢), de concentracidén equi-

valente, 600 Lf.

En la zona correspondiente al suero
norteamericano aparecieron dos nuecvas

1ingas da precipitacidén: ,Vy VI, ésta

dltima muy tenue, que no se observaron
O O con nuestro suero. La 1lfnca II ee for-
né muy cerca de la I. Las restantes,I,
Fig. 17
II y IV, mostraron interferencia con
las del suero argentino.

Estas experiencias comparetivas ontre los dos sueros, indican di-



foerencias en cantidad de elementos en reaccién, cuyas resultantes se
analizardn mds tarde, al tratar en conjunto las conclusiones genera-

les.

¢) Los mismos reactivos que en b), en oconcentracidn equivalente menor

Despuds de ocho dias de incubacidén, la l{nea principal presentd
igual nitidez y eimetrfa. No aparocid la linea IV y las restantes
mostraron menor intonsidad,

Es docir, que al disminuir el valor de los reactivos empleados
algunos componentes presentes en menor conoontracién, no alcanzarfan
a sobrepasar el valor or{tico o umbral necesario para la produccidn
del precipitado, dando asf un espoctro de lfneas reducido.

Oon respecto & la l{nea predominante, la oconstancia en la posici-
dn y édngulo de simotrfa, la nitidez e influencia escasa que la varia-
cidn de oconcentracién de las sustancias reactivas tienen sobre la
1fnce de precipitado, revela la similitud especf{fica del reactivo

principal en los dos sueros.




Experiencia 6b Experiencia 6¢




SISTEMA ESTAFILOCOCCICO :

En las experiencias realizadas con toxinas y toxoides estafilo-
cécficos no se ha podido ,1legar a una interpretacidn concluyente,de-
bido a que fué imposible contar con dichos reactivos después de efec-
tuados los ensayos preliminares. Es por ello que sdlo se desoriben
algunos, cuyos registros fotogrdfioos no figuran por ser de escasa
nitidez. 81 bien estas experiencias no aportan datos completos, son

de utilidad informativa.

Experiencia }

a) Toxina (I-9), 10U en B y toxoide correspondiente (I310) en O,

contra inmunosuero (II-5),10 U en A.

Despuds de cuatro dfas de incubacidén
aparecieron dos lfneas débiles en ambas
zonas, que s fueron intensificando has-

ta unirse en forma casi simétrica. Las

O 1lineas correspondientes a la regidén de
la toxina fueron més densas y una ter-
Fig. 18 cer 1linea, la 1II, my tenue, se formd

sobre la I, entre la toxina y el suero. La reaccién se interrumpid
luego de veinte dias.

b) Los mismos reactivos, en mayor concentracidn.

Se formaron las mismas lfneas pero mds nitidas.

Experiencia 2

a) Toxina (I-9) en B y toxina precipitada y dializada (I-11) en ©

contra inmunosuero (II-5) en A, de concentracidén equivalente.

8¢ observd el mismo tipo de reaccién en ambas zonas.
Las resultantes del tratamiento de purificacién Pprecipitaciédn con
sulfato..de amonio y didlisis) sobee la toxina, no evidenciaron difes
rencias apreciables con el método de difusidn empleado.

Como no s posible obtener conolusiones con tan escasas experi-

eﬁciaa, s8¢ resta importancia por el momento, a la observacién de una



SISTEMA TETANICO :

Las experiencias efectuadas con toxinas y toxoides tetdnicos han
sido de interds para la mejor interpretacion 4e lo observado en el s
sistema diftérico, especialmente en lo que se refiere al efecto poste-
rior de los reactivos sobre la lfnea de precipitacién.

Como se hiciera al describir los ensayos anteriores, sdlo se to-
man en cuenta los que tienen evidente significado para la exposicidn.
En esta forma,al simplificar ,se dejan de lado algunas experiencias
negativas y las que no aportan datos nuevos, evitando repeticiones
y manteniendo 1la unidad de presentacidn.

Entre estos dltimos ensayos, pueden mencionarse los realizados
comparativamente con la toxina tetdnica, que produjo una reaccidn muy

débil y por lo tanto de escasa significacidén.

Experiencia 1

a) Toxoide purificado (I-3), en concentraciones diferentes, 25 Uen

el cilindro C y 7U en B, contra el_suero (II-3), 25U en A.

Placas con gel de agar 1%.

Despuéds del segundo dfa de reaccidn,
{:) n]’ ocomenzd a observarse la formacidn de 2
\\:::::::::::::;’ 1{neas muy temues, entre el toxoide y
suero, en ambas zonas. Estas lincas se
(:) (:) extendieron gradualmente, haciéndose més
nf{tidas y se unieron, dando un dngulo
Fig. 19
fuera de la regidn del eje de simetria.
Ademds, la intensidad no fué la misma, correspondiendo ¢l mdximo de
precipitado a la zona de concentracidn equivalente. La experiencia
se prolongd hasta veinte dfas, mostrando la presencia de 2 ant{genos

en ¢l material analizado.(foto la).




b) Toxoide purifiocado(I-li), en concentraciones diferentes: 7.5 U en

By30 Uen 0, contra suero (II-4),30 U en A.

Placas con agar-gelatina 1%.

Con este toxoide, la reaccién se produjo en forma mds clara y nf-
tida que en la prueba anterior. Las lineas correspondientes a la zo-
na de menor concentracidn, se desplazaron hacia el cilindro de sumro
sin presentar simetrfa respecto a les del lado opuesto. 84lo se no-

taron 2 1lfneas.(foto 1b).

Experiencia 2

a) Toxoide purificsdo (I-3), de igual concentracidn: 10U en By C,

contra suero de alto valor (II-3), 675 U en A.

Placas con agar-gelatina.

Por ser la primera en aparecer y la de mds intensa reaccidn, se
debe homologar la segunda lfnea a partir del oilindro de suero, la
nimero I de las pruebas anteriores. Préxima a ella, ¢n la parte su-
perior de la figura 20, se reconoce o-
tra, perfectamente diferenciable; ésta
se interpreta oomo correspondiente a la

mimero II, que por exceso de suero, ha

estrechado la distancia que la separa
QO O de la 1fnea I, fendmeno ya estudiado
por Oudin.
Fig 20
Por debajo de 1la lfinea I, se observan
2 1{neas mds, designadas IV y III, siendo la IV poco visible en la

copia fotogrdfica (2a).

b) Suero (II-3), en distintas concentraciones:675 Uen By 7 U en O

contra toxoide purificado (I-3), 10 U en A.

Placas con gel de agar 1%.

En esta experiencia, ¢l orden de las lfneas aparece invertido,
por haberse modificado la colocacién de los reactivos; los sueros se

encuentran en la parte inferior.



En un comienzo (sexto dfa), las lfneas I y II se produjeron casi
al mismo tiempo en ambas zonas, aunque apenas perceptibles las corres-
pondientes al suero dilufdo. Al final de la reaccién (20 dfas), 1la
relacién e interferencia entre los dos sistemas desaparecid casi com—
pletamente, quedando como"barridas" las lineas de la zona de menor
concentracidn, cuya accidn sobre el sistema preponderante se reduce
a una ligera incurvacidn de la linea I y g otra, mds acentuada, sobre
la 1I. Esto fué interpretado como una consecuencia de la gren dife#

roncia en la concentracién de suero en los cilindros B y C.(2b)

Experiencia 3

a) Toxoide purificado (I-3), de igual concentracién: 10 U en By C

contra inmunosuero dilufdo 1/10 (II-3), 67 U en A.

Placas con agar 1%

Ppr defecto en la coloocacidén de los cilindros B y C, hubo que re-
cargarlos con toxoide al quinto dfa. La copia fotogrifica (3a), fué
tomada al undécimo dfa. En ella se observa un apreciable aumento en
¢l nimero de lineas desarrolladas, de diffecil interpretacidn en ese

momento, por lo que se resolvid complementar la observacidn con las

experiencias siguientes.

b) Toxoide purificado (I-3), de ipgual oconcentracién: 10 U en B y C,

contra inmunosuero_concentrado, (II-3), 675 U en A.

Esta experiencia fué ideada con @l objeto de comprobar si se repe-
t{a ¢l fendmeno observado en la prueba anterior, para lo cual se ree
cargaron los oilindros de toxoide al qdinto dfa de iniciada la reace
c¢idn, frente a una dosis de suero diez veces mayor que en a).

Comparado el espectro formado, con ¢l del ensayo anterior, se ve
que es de estructura semejante, con mayor mimero de 1li{ncas y méds niti-

dez.(foto 3b).




SISTEMA TETANICO

Experiencia la - Experiencia 1b

Experiencia 2b




Experiencia Ut

Efgcto del recargado sucesivo en uno de los cilindros

a) Toxoide purificado (I-3), 10 U en By C, contra guerg (II-3),675U

en A.

Al realizar esta experiencia, se tratd de mantener las condicio-
nes constantes, menos la del sobrecargado, con €l fin de efectuar una
obeervacidn comparativa en la misma placa. A4sf{, en la zona de la iz-
quierda, se hizo la reaccidén normal con 16 unidades de toxoide y ex-
ceso de suero. Al séptimo dfa, se volvié a cargar el cilindro C con
otras 10 unidades de toxoide. El registro fotogrdfico (3¢,I), per—
mite comparar los dos esgpectros:

En la regidn izquierda se observa la conformacidn del espectro simple
al lado del cual contrasta ¢l aspecto artificioso, visiblemente, da-
do por @1 sobrecargado de la derecha.

Después de obtener dicha copia fotogridfica,se llend nuevamente el
oilindro C con toxoide y 5 dfas mids tarde se efectud otro registre

(3c,II), en @1 que puedc apreciaree un aumento del numero de l{neas.

b) Toxoide purificado (I-3), 40 i en B y C, contra suero (II-3),
2300 U en A.

Para reforzar la observacidn, se usd mayor cantidad de reactivos
en dedales de mds capacidad.

Las lineas comenzaron a aparecer al sexto dfa. Al séptimo y déci-
mo dfa se llend nuevamente ocon toxoide el cilindro B, obteniéndose
los registros fotogrdficos 6, 11 y 20 dfas mds tarde (fotos 4b,I',
IIV y III').

Comparando las copias, puede apreciarse como permanecce constante
el espectro originel simgle. En la zone del racargado, no aumentd
notablemente el numero de linecas reepecto al ensayo anterior, a pe-
gsar de uoberse prolonzedo la recccidén. 84le se nota un desplazamien—

to ligero de algunas lineas.




Experiencia 5

a) Toxoide purificado (I-3), 10 U en C y otro toxoide purificado y

precipitado por sulfato de sodio (I-6) correspondiente a 15 U en

el toxoide original, contra suero (II-3), 675 U en A.

Al quinto dfa de incubacién, se formaron 2 1lfneas entre el suero
y ¢l toxoide simple, no observindose Treaccidén en el lado opuesto,
hasta seis dfas dospués, en que se volvieron a llenar los tres cilin-
dros. Diez dfas mie tarde, se interrumpid la prueba.

En el registro fotogrdfico, se repite lo observado en las dos ex-
periencias anteriores, referente al efeoto del recargado de los cilin-
dros. En la zona correspondiente al toxoide tratado con sulfato de
sodio, se percibe el mismo espectro, aunque en forma mucho mds tenue,
lo que probablemente ee debido a su menor concentracién en unidades,

cono consecuencia de las pérdidas inherentes al método.




SISTEE: TETANICO

Experiencia %a I Experiencia 4a II

Experiencia 4b I Experiencia &b IIY

Exp, 4b IIT®




DISCUSION Y CONCLUSIONES

Con el trabajo precedente, se ha intentado destacar la importan—
cla que revisten para el anilisis inmunoldgico,las técnicas de difu-
sién en gel, ya sea para indicar ¢l grado de pureza de un material
biolégico (a veces de naturalezs tan compleja, que ¢s imposible su
determinacidn por otros métodos, quifmicos o fisicos), o bien para de-
mostrar la identidad o especificidad serdgica, por comparacién con
otras sustancias de estructura oconocida.

Esto ha sido logrado a travéd de las observaciones efectuadas al
difundir distintas preparaciones antfgenicas con los inmunosueros ho-
mdlogos, en meédios gelificados, pues al sobrepasar los reactivos un
cierto umbral de concentracidn, se producen precipitados definidos,
poco solubles, cada uno de los cuales representa una reaccién indivi-
dual entre el antigeno y su correspondiente anticuerpo. Es decir,
que la formacidn de tales precipitados no impide o molesta la difu~
sién de cada ocomponente no inclufdo en una reaocidn partiocular.

Las experiencias con los distintos sistemas ensayados, han permi-
tido conocer los diferentes factores que intervienen en la difusién
y su grado de importancia.

Es por ello que se comenzd con una resefia sobre los principales
métodos empleados por varios investigadores, descoribiendo ademés sus
fundamentos. As{, se compararon los ensayos en tubo y placa con va-
riantes,indicando las ventajas @ incdnvenientes de cada método, para

adoptar al final oomo definitiva, la técnica de difusiédn en placa.

Método en tubos y ocubetas de caras paralelas:

Oomo ya se sefiala~
ra, 8¢ introdujo una modificacién ventajosa al mezclar tambfen el an-
ti{geno ocon gel, siguiendo ¢l mismo procedimiento que con el suero
8¢ logrd evitar facilmente, de este modo, el escurrimiento de lf{qui-
do entre la pared del tubo y la columna central. Ademds se incorpord
la gelatina a ésta ultima, lo que mejora 1la nitidez de la reaccidn
y en algunos casos acelera la aparicién de las lineas de precipitado.

Aunque la sensibilidad del método parece ser mayor que con el de




placa, las dificultades para obtener ﬁn buen registro fotogrdfico y
la imposibilidad de comparar distintos materiales, indujeron a adopd
tar la técnica en plada de Petri, después de haber observado las ven—
tajas brindadas por ésta ultima.

POr la misma razén, no se insistid en ¢l uso de las cubetas de
caras paralelas, dados los inconvenientes sefialados en ¢l capftulo

respectivo.

Método en placas

Cubetas horizontales y placas triangulares:

Los resultados obte-
nidos no estuvieron de acuerdo oon lo que se esperaba de la .aplioca~
oién de principios que parecian promisorios. Frente a la ventaja de
poder utilizar menor cantidad de reactivos, por el menor efecto de
dilucién, se presentd la dificultad de que no resistfan perfodos lar-
gos de inocubacidén. Las cémaras himedas empleadas no fueron lo sufi-
cientemente perfeotas como para impedir la evaporacién, defecto a-

gravado por las deformaciones debidas a la retraccién del agar.

Placas de Petri:

—Sm—

Fué el método usado con preferencia. Las prin-
oipales ventajas halladas pueden resumirse como eigue:

La placa de Petri es un elemento habitual en los laboratorios de-
dicados al tema. Es de fdcil esterilizacién y limpieza. BSu manejo
resulta miy simple, pues basta verter en su interior un tubo de agar
fundido y dejar solidificar, para obtener una pelfcula apta para e-
fectuar las reacciones.

El principal inconveniente reside en el clerre imperfecto, pero
8@ corrige facilmente, disponiendo las placas en cajas que aseguren
un ambiente hidmedo.

Por otra parte, el uso de los ocilindros como receptdoculo de los
reactivos, eliminé la mezcla previa de estos con el gel. BSu disposi-

oién sobre la superficie de la peliocula, posibilita la ocomparacidn

sirmultdnea de distintos materiales.

Asf se llegd a desarrollar, durante el ocurso de estas investiga-



ciones, una téonica cuyas ventajas decidieron su eleccidén como mé-

todo definitivo, dando por terminados los ensayos preliminares.

Sistecmas de reaccidn ensayados:

Descartando los onsayos con toxinas
ostafilocdcoicas, por su escaso mimero y tomando en conjunto los re- J
.sultados obtenidos con las reacciones en gel dc los sistemas diftd-
ricos y tetdnicos, puede decirse:

Las ponclusiones a las quo se arribd, ooncuerdan con las de otros
autores oen lo reforente a su extraordinaria utilidad como método de
andlisis antigénico.

Aunque el nimero de lfncas observado estd sujeto a artificios de
téonioa, una ouidadosa y prudente interpretacién, ligada a un proce-
dimiento riguroso, permite haocor deducciones acerca do la oconstitu-
cién antigénica de un reactivo precipitable.

Se encons$rd mayor utilidad en las reacciones comparativas y apli-
cando los principios recomenflados para el reconocimiento de ant{ge-
nos comunes similarce o para su diferenciacidn.

Para ello se practica la reaccién en forma de que los frentes de
precipitacidn ss encuentren en éngulo: las reacciones comunes para el
mismo antf{geno, suman sus efectos en el punto de unidén de las l{ncas
correspondientes, conformando una sola l{nea, mientras que el floou-
lado producido por antfgenos o anticuerpos diferentes, reaccionan por
separado sin interfcrencia de las lineas, que se cruzan.

Poro respecto de la interpretacidn de estos fendmenos, que Elek
(1949) designé ocon los términos looping y overlap, cabe hacer el mis-
mo llamado de atencién ya sefialado al hablar del nimero de lf{neas,
pues, por artificios de téonica, también se pueden obtener aspcectos
que se prestan a confusidn.

Las experiencias efectuadas con toxoides tetdnico y diftérico po-
nen en evidencia lo fdcil que es producir distorsiones en los resul-
tados.

Oon el objeto de indagar si en nucstras toxinas habfia mds reacti-

vos que los acusados por las dos lincas desarrolladas en los ensayos,
aproximaedamente equivalentes sus proporciones, y considerando los con-

sejos de Oudin (1948), se utilizé un procedimiento $imilar.



Dicho antor recomienda poner en exccso la sustancia reactiva del
lado de la zona que se desea analizar mis minuciosamente. En esta ..
forma consigue un aumento en el nmimero de lineas observadas, con su
técnica en tubo. Para obtener este efecto, se recurrid primero a de-
dales de mayor capacidad, terminando por utilizar el artificio de
Ouchterlony, que consisti{a en reforzar uno de los centros de difusidn
por recargado del rcactivo. As{, podfa aumentarse la capacidad de
reaccién en un sentido determinado; pero los resultados no fueron co-
mo se esperaba.

Mientras se usaron dedales de mayo® tamafio y reactivos mds con-
ocentrados, no se obtuvo modificacidn aparente del especctro, adcmis
de la intensificacidn del precipitado (salvo un caso especial que se
tratard mds adclante). Pero en cuanto se dispuso del rocurso del so-
brecargado, posiblemente por efecto de la alteracidén en el ritmo do
la difusidn, el aspocto de las reacciones cambié fundamentalmente.
Las figuras 4b) son muy representativas de lo que oocurre en el sis-
tema diftérico. La primera fue tomada a los 12 dfas de reaccidn, 4
después de haber recargado con suero el cilindro B. Puede notarse
el efecto de este aditamento, comparandolo con el aspccto de la reao-
cién normal, a la derecha. Se observa una segunda banda difusa que
simula conformar una nueva linea, la que se unifica con las dos linec-
as mimoro I, como indicando un sélo cardcter antfgenioco. Una semana
més tarde, se obtuvo la scgunda ocopia fotogrdfioa (4bII), notdndoso
lo siguiento:

La 1fnea I en la zona de la derccha, se ha intcensificado (reac-
cién normal), mientras que la correspondiente al oilindro B ha dis-
minufdo su intensidad. En tanto, la mieva lfnca formada se ha sepa-
rado méds de ella, ampliando su zona difusa de reaccién, pero consers
vando el contacto .em ol dngulo con el precipitado principal.

Con lo observado, es dificil reconocer la linea difusa como de-
roestrando la existencia de un antf{geno espocial, distinto del I.

Todo habla en favor de la proesencia de unaartificio provocado por
el rocargo del oilindro B, que al forzar un nuovo avance de reactivo

(suero), ha producido un arrastre por solubilizacién parcial del pri-



mor precipitado, como lo evidencia la disminucién de la densidad de
la 1fnca I primitiva.

Las experiencias efoctuadas con totoide tetdnico purificado, que
parecen diferir fundamentalmonte de l1os ensayos anteriores, signifi-
can posiblemente un aporte a su mejor comprensidén.

En el primer ensayo 33), 80 recargaron loe ollindros de toxoide
al 5° dfe y la copla fotogrdfica tomada al 11° dfa, revela un cambio
en el cspectro habitual on tétano, que consta de dos lineas principa~
les. El nimero de 1{neas ha aumentado, lo que se demuestra con mayor
evidencia en la experiencia 3b), similar a la anterior, pero emplean-
do una mayor cantidad de anticuerpos.

El ensayo 4b) se hizo recargando uno solo de los cilindros (como
en ol sistoma diftérico), para facilitar la observacidén comparativa.
El registro 4a)I, quo fuec obtenido dospués de llenar nuevamente ol
dedal 0, permite aprociar la difercncia con una reaccién normal y en
las mismas comdicioncs cxperimentalos, salvo la variante indicada (ze
cargado). Es aprociable la multiplicacién del mimero de lfneas, que
se heco mis evidente en la copia 4a) II, obtenida después de reaccio-
nar con un tercer agregado de toxoide.

En la oxperiencia posterior 4b), se siguid una norma semejante,
con la diferencia de utilizar mayor ocantidad de reactivos. En los
dfas 7° y 10°, se recargd el cilindro B y los registros fotogréficos
fueron tomados 6, 11 y 20 dfas después del dltimo agregado. Es re-
cién en esta Ultima experiencia, que se encuentra algo que recuerda
lo observado en difteria en oondiciones similares. Aunque mucho més
tenuemente que en difteria, se nota una difuesién de la linea corres—
pondiente (por posicidén), a la segunda principal dél espectro normal,
que se despliega en dos en el dngulo, como significando su tendencia
a desdoblarse.

Lo observado en los sistemas diftérico y tetdnico, puede interpre
tarse como manifcstacién de un mismo fendmeno, que modifica su aspec—
to posiblemente por cualidades diferentes del precipitado formado.

El diftérico parece ser relativamente fdoil de solubilizar o de ser

suspendido en exceso de toxoide y el nuevo complejo serf{a incapaz de



dar lfncas bicn distintas y como consccuencia, producirfa zonas di-
fusas.

El complejo totdnico parece ser mucho mis rosistonte a la redi-
solucidn o arrastre por exceso de reactivo. El suero on exceso po-
dr{a sobrepasar la zona de rcaccién, una vez agotado el antigeno.
As{, al sobroocargar con toxoide uno de los dedales, sc lo obliga a
actuar como si el centro de difusidn del antiocuerpo ostuvicse mds
préximo. Valoe décir que el frente de contacto ontre los reactiwos,
puede no concordar con el primitivo, siendo posible la repeticidn

de los espectros.

Ea as{ como, con el procedimiento de sobrecargado de los ciliné.:
dros, se ha podido demostrar la posibilidad de orear espeotros arti-
ficiales.

Podria suponcrse que en la practica esto no ocurrirfa empleando
las técnicas comunes. Pero en la copia fotogrifioca U4a), puede obser
varse que por simple exceso de un reactivo, se ha producido una di-
fusién de la linea principal, que en algunos puntos parece tener ten
dencia a desdoblarse y sin haber mediado el artifiocio del recargado.

Ya Oudin hablé de distorsiones de los resultados por defectos de
oonstancia en la temperatura.

En el caso de la figura correspondicnte a 4a), se tuvo el ouidado
habitual de mentener una misma temperatura durante toda la prueba, de
manera de no poder oonsiderarla como causa del fenémeno.

Cuando se observan algunos resultados publicados con gran numero
de lineas obtenidas con reactivos considerados como relativamente
simples, cabe preguntar hasta donde el artificio de téonica, ocuyas
causales algunas se conocen y otras no, pudo haber intervenido, des-
virtuando los resultados.

Pope y colaboradores (1951), en un magn{fico $rabajo sobre puri-
ficacidn de toxine y toxoide diftérico, hacen ensayos de precipita-
oién en gel y observen hasta 24 1fneas desarrolladas en reaccidén en
tubo oon antf{genos muy concentrados (1000 Lf).

Es indudable que los medios de cultivo, donde las bacterias han
elaborado la toxina, pucden contener, ademds de ella, otros elementos



antigénicos, entre 1os que se encuentran los productos de desintegra
cién del ocuerpo bacteriano. Ldgico es esperar que tongan su repre-
sentacidén en las reacciones en gel, oon toxinas que no han sufrido
un proceso de purificacidn sufiociente.

Pero es diffoil comprender la existencia de 24 antigenos separa~
bles por difusién, cuando con las demds téonicas conocidas, sdlo pu-
eden diferenciarse unos pocos, aunqueé por proccesos de purificacién
llegan a obtener un antf{geno que sdlo produce 3 1lfneas y un suero que
desarrolla una séla.

En el ourso de estas investigaciones se tuvo muy en cuenta las
observaciones efectuadas por Pope y colaboradores,en razén de las
diferencias en los resultados, pues el espectro fundamental obteni-
do fue siempre muy reducido.

Ante el conocimiento de que los sueros del Instituto Malbrén u-
tilizados, fueron preparados oon toxoides purificados por precipitae
cién en punto isocléctrico, se tratd de indagar méds, dado que ello
podfa tener influoncia en los resultados.

Por tal razdén, se han ideado las experiencias 6a) y 6B). En la
primera se usé un sucro terapdéutico proteolizado de procedencia nor-
teamericana, al mismo tiempo que nuestro suero, frente a toxoide pu-
rificado. In sintesis, 1la reaccidén fue similar oom ambos sueros,
salvo pequefias diferencias ya ocomentadas. En cambio, en la experi-
encia 6b), se observan diferencias notables al poner los mismos sue-
ros frente a un antigeno de escasa purificacidn: un toxoide orudo
precipitado por sulfato de amonic a saturacidn y posteriormente di-
alizado.

Analizando la foto correspondiente (6b), s encuentra un dese-
quilibrio evidente en redor de la lfnea principal. El suero argenti
no (8.A.), muestra su lfnea préxima al toxoide muoho més marcada que
el norteamericano 8.N. En cambio, este evidencia del lado contrario
un mimero mayor de lineas que 8.A.

Esto, que anteriormente fue expresado como desequilibrio de la
reaccién, demuestra una diferencia en el contenido de anticuerpos,

que puede ser dobida al proceso de inmunizacién o al tratamiento



previo a que fueron sometidos hos antf{gonos usados para la obten
cidn de los sucros.

Para recalcar la fineza de la téonica, oabe hacer otre aclara-
cién. la figura 6b) no sélo ha mostrado diferencias entre el suero
americano y el del Instituto Malbrdn, sino que ha permitido apreciar
una 1l{noa mds en el suero argentino, que no se habfa observado en las
reacciones con toxonides purificados.

El problema pudo ser aclarado por la informaocidn posterior de
que al finalizar el prooeso de inmunizacién, el ocaballo dador fue i-
nooculado ocon pequefias dosis de toxina sin purificar.

El hacer tales deducciones sdlo ha sido posible por la aplica-
cién del método de preocipitacién en gel, que abre muevos puntos de
mira en la observacién de la combinacién antigeno-anticuerpo.

Otros métodos de mds engorrosa ejecucién, como el anilisis por
absorcién de anticuerpos o la preocipitacidn espécifica fraccionada,
no pueden dar los detalles de estructura que se¢ evidencian tan fa-
cilmente con el método objeto del presonte estudio y que actualmen=-
te solo puede ser superado por la combinacidén de este mismo proce-

dimiento oon el dc la separacién eleotroforétioca.
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RESUMEN

Se pasa revista a los métodos conocidos para estudiar la
reaocién de los antigenos con sus corrospondientes anti-

cuerpos en soportes gelificados.

S0 desarrolla una técnica para ensayos de precipitacidén en

gel.

Apliocada al estudio de sistemas de reaccidn en difteria y
tétano, ha permitido por un lado, demostrar la sutileza del
método para observar diferencias de estructura en esos re-
activos.

Por otro lado, se obtienen mediante artificios de técnica,
alteraciones de los espectiros de precipitacién que son un
llamado a la prudencia en la interpretacién de los resul-

tados.
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