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P rod u cció n  de hem olisinas  
y co n cen tració n  de antisueros específicos 

p o r congelaciones y descongelaciones  
sucesivas

Por el doctor JAIME DEL VALLE LEANDRO

Introducción

Al realizar este traba jo  me h e pro­
puesto solucionar un problem a que, 
si bien no representa un obstáculo 
fundam ental, sí interfiere con el des­
arrollo norm al de la  rutina del lab ora­
torio cuando es em p leada la  técn ica 
de F ijación  de Complem ento com o m é­
todo de diagnóstico.

Uno de los elem entos em pleados en 
la  pru eba de F ijación  de Com plem en­
to, y  cu y as características son de lau 
m ás estab les, es la  H em olisina o Am- 
boceptor Hemolítico, el cual, p recisa­
m ente por e s a  condición, es p ocas 
v eces  valorado durante su em pleo 
después de su producción. Todos los 
autores están  de acu erdo en que no 
d eben  em plearse hem olisinas cuyo 
título se a  inferior de 1: 2 .4 0 0  a  
1: 3 .0 0 0 . Es un hecho frecuente 
observ ar durante el proceso de 
producción de Hem olisinas, qu e és­
ta s  no a lcan cen  a  dichos títulos, 
obteniéndose valores que oscilan  
entre 1: 800 y  1: 1 .600 . Son múltiples 
la s  ca u sa s  que pueden influir sobre 
la  concentración de anticuerpos anfi- 
glóbulo rojo de carnero  en el suero 
4 e  los conejos inmunizados: edad, se­

xo, peso y  estado sanitario de los 
anim ales, método em pleado en  la  
inmunización, etc.

Mi propósito en la  prim era parte 
de este trabajo , era  estab lecer cual 
de los métodos em pleados o frecía me­
jores probabilidades de obtener títu­
los elevados. D esafortunadam ente, en 
la  ép oca  en  que este trabajo  se llevó 
a  cab o, solo pudo obtenerse un grupo 
muy reducido y  heterogéneo de an i­
m ales, por lo cu al los resultados ob­
tenidos no pudieron ser m ás conclu­
yentes.

La segu nda parte de este traba jo  
com prende la  ap licación  de un proce­
dimiento de concentración de sueros 
inm unes, por congelaciones y  des­
congelaciones su cesivas, em pleado en  
la  concentración de sueros p ara  el 
diagnóstico de la  Fiebre Aftosa, a  la s  
H em olisinas. Es en realidad  un he­
cho notorio que cuando se conservan 
sueros en  congelador y  por cualquier 
ca u sa  sufren u na d escongelación  y 
nuevam ente se  congelan , puede ob­
servarse un comienzo de "se p a ra ­
ción", que se m anifiesta por un color 
obscuro de la  porción que tiende a  
sodim entarse, y  un color claro de la  
que se  localiza en  la  parte superior.
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Este hecho, y  los resultados obte­
nidos con los sueros de diagnóstico 
para la  Fiebre Aftosa, me indujeron a  
em plear este procedimiento p ara  la  
concentración de la s  Hem olisinas, con 
resultados satisfactorios.

II —  Consideraciones teóricas 

HemosUinas

Las H em olisinas son anticuerpos 
del suero que cuando actúan con el 
complemento tienen el poder de Usar 
o destruir los glóbulos rojos, o alterar 
su m em brana permitiendo la  salida 
de la  hem oglobina.

La naturaleza de las Hemolisinas 
es desconocida; no son su stancias 
quím icas; algunos autores creen  que 
son de la  naturaleza de los fermentos 
lipolíticos; para  otros, las  Hemolisi­
nas son identificadas con la  fracción 
globulina del suero, en contradicción 
con las Hem olisinas producidas por 
bacterias, que en  el concepto de Cor- 
nell y  Holby, y  otros, son considera­
dos com o grasas b acteria les en  estado 
coloidal.

Complemento

El com plem ento o a lex in a  es una 
sustancia presente tanto en el suero 
normal, como en el inmune, la  cual 
es destruida por calentam iento a  569 
C. y  que actúa en  p resencia  de un 
am boceptor o sensibilizador p ara pro­
ducir lisis.

O rdinariam ente el com plem ento no 
está unido a  las célu las, sino que se 
encuentra libre en  el suero sanguí­
neo. Es de estructura simple, y está  
compuesto de u na porción haptópho- 
ra y  u na porción tóxica, lítica, llam a­

da grupo citolítico o toxóphoro. Es si­
m ilar en estructura a  una toxina, pero 
funciona y  actú a de diferente m ane­
ra. El grupo haptóphoro permite la  
com binación con los anticuerpos an ­
clados en la  célu la  y  prepara el efec- 
tp lítíco cumplido por el grupo toxó­
phoro.

El complemento se deteriora rápi­
dam ente después de obtenido, pero 
su actividad puede preservarse por 
varios procedimientos, de los c u a le s ' 
los m ás em pleados son: la  congela­
ción, la  sublim ación o liophilización 
o la  adición de preservativos quími­
cos, como el de W itte y  otros.

El complemento se encuentra en  el 
suero de los an im ales y  del hombre 
en cantidades variab les; se  em plea 
e] obtenido de cobay os por ser el de 
mejor título y  el que presenta m enos 
variaciones de un individuo a  otro.

Glóbulos rojos

Durante todo el traba jo  se usaron 
glóbulos rojos de cordero lavados. 
P ara la s  inoculaciones se  em pleó una 
suspensión de estos glóbulos a  diver­
sas concentraciones, y  p ara  las re a c ­
ciones de F ijación  de Com plem ento 
se em pleó una suspensión standari- 
zada en el espectrofotómetro (tipo Co- 
llem an júnior) a  545 Amstrongs, con 
u na concentración tal que 0 .4  c. c. de 
e lla  en  1 . 6 c .  c. de a g u a  destilada 
produjeran una solución de hem oglo­
b in a  cu y a  densidad óptica fuera de 
0 .66 . En esta  form a la  suspensión de 
glóbulos rojos, contenía aproxim ada­
mente 5 .0 0 0  glóbulos por centímetro 
cúbico, y  era  igual a  través de todas 
las pruebas.

En la  producción de H em olisina o 
am boceptor hem olítico, com o en  la
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d e  todos los sueros inm unes e hi- 
perinm unes em pleados en reacciones 
sero lóg icas e  inm unológicas, son mu­
ch o s los métodos descritos y  varios los 
resultados obtenidos. Es bien sabido 
q u e el éxito de u na reacción  serológi- 
c a  depende de la  potencia de los ele­
m entos en  e lla  em pleados y  cu y as 
características son estables y  fáciles 
d e  valorar en  cualquier momento. 
Uno de los elem entos de cap ital im- 

' portancia en  la  reacción  de F ijación  
de Com plem ento es el am boceptor 
hem olítico. En vista de la  gran canti­
d ad  de métodos em pleados p ara  su 
producción, la  diversidad de resulta­
dos obtenidos en el hecho frecuente de 
obtener títulos b a jos, se resolvió reali­
zar un trab a jo  que perm itiera estab le­
c e r  cu ál de la s  técn icas señ a lad as 
o frecía  m ás garan tías en  la  produc­
ció n  de H em olisinas en igualdad de 
condiciones.

Los resultados obtenidos, com o se 
d ijo  anteriorm ente, no fueron tan con­
clu yentes com o se esp erab a  por las 
c a u s a s  anotad as. Al conocer estos re­
su ltados se  pensó que las m uestras 
podrían ser condiciones ad versas, di­
fíciles de superar en  algunos casos; 
y  por lo tanto, se  trató de b u scar el 
método, o los métodos que dentro de 
e s a s  condiciones d ieran m ejores re­
sultados p a ra  obtener H em olisinas 
cuyo título perm itiera que e llas  fue­
ra n  em p lead as en  la  reacción  de Fi­
jación  de Complem ento.

Los resultados obtenidos en expe­
rien cias prelim inares con sueros para  
el d iagnóstico de la  F iebre A ftosa en 
m ayo de 1954 (1). El resum en del tra­
b a jo  presentado por el doctor Antonio 
Luis' G ualdieri en el Segundo Congre­
so Panam ericano de M edicina V ete­

rinaria (2) (*) cuyo texto fue im posible 
obtener del autor y  el fenómeno obser­
vado cuando se  em plea la  congela­
ción p ara  preservar los sueros, como 
en nuestro caso , de que a l suceder las 
con g elacion es y  d escongelaciones 
accid en tales se  m anifiesta una ten­
d encia  a  la  sep aración  de dos porcio­
nes del suero, una oscu ra que se lo­
ca liza  en  la  parte inferior, y  una m ás 
c la ra  que ocu pa la  parte superior, dió 
origen a  la  id ea de llevar a  cab o  un 
experim ento tendiente a  dem ostrar la 
bondad o in eficacia  de la  concentra­
ción de H em olisinas por el procedi­
miento de congelaciones y  desconge­
lacion es su cesivas sin ag itaciones in­
term edias.

El fenóm eno de la  concentración se  
b a s a  fundam entalm ente en  la  crios­
copia. El suero sanguíneo de los an i­
m ales tiene entre otros com ponentes: 
albúm inas, globulinas, fermentos lipo- 
líticos, fibrinógeno, su stancias nitro­
g en ad as no proteicas y  g rasas neu­
tras suspendidas en  solución acu o sa  
de sa les  inorgánicas (cloruros, b icar­
bonatos, etc.), y  otros com ponentes 
orgánicos. Puede decirse, a  grandes 
rasgos, que en  el presente caso  se 
h a lla n  presentes: u na porción acu o sa  
y  otra porción album inosa proteica. 
El punto crioscópico de la  prim era es 
m ás alto que el de la  segunda y  por 
lo tanto, a l descender la  tem peratura 
se  produce primero su congelación.

(* ) «Se describe un método de concentra­
ción de sueros antiaftosos hiperinmunes y 
convalecientes de cobayo de título bajo.

Mediante congelaciones lentas y repetidas, 
sin sacudimiento intermedio se obtiene el 
material concentrado.

La utilización de los sueros concentrados 
en la técnica de Fijación de Complemento, 
permite observar valores de titulación de 
hasta cinco veces el del suero total original».
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Al congelarse la  porción acu o sa  pier­
de densidad y  se dirige h acia  la  su­
perficie de la  porción líquida restan­
te. Al continuar el descenso de la  tem­
peratura se produce la  congelación 
total de la  m asa. Al producirse el fe­
nómeno contrario la  elevación  de la  
temperatura, se descongela  primero 
aquel cuerpo cuyo punto crioscópico 
sea  más bajo , es decir, la  porción pro­
teica, aum entando su densidad en re­
lación con la  parte acu o sa  con g ela­
da, lo que acen tú a su separación. Al 
continuar este proceso lleg ará  un 
momento en que la  sep aración  de los 
dos cuerpos es cas i perfecta.

III —  M ateriales y  métodos 

a) M ateriales.

Baño M a ría -a  37° C. para  la  incu­
bación de la s  reacciones y  baño sero- 
lógico a  569 C. para  inactivación.

Gradillas m etálicas p ara  20 tubos.
Pipetas taradas de 1 c. c. gradua­

das en centésim os, pipetas tarqdas de 
5 c. c. graduadas en décim os y  pipe­
tas de 10 c. c. graduadas en  décim as.

Vénulas estériles para  recoger la 
sangre; jeringas de 30 c. c. con a g u jas  

18 para sangría, jeringas de 10 c. 
c. con ag u jas N? 22 p a ra  la s  inocula­
ciones.

Centrífuga eléctrica de alta veloci­
dad, reloj de laboratorio, nevera de 
2' C., congelador de — 15? a  — 20? C.

Tubos de W asserm an, de K ahn y 
d® ensayo corrientes, y  en  fin, todos 
los m ateriales y  utensilios de uso co­
rriente en un laboratorio.

Glóbulos Rojos: P ara  la  obtención 
e ôs glóbulos rojos lavados se  san ­

gra un carnero asépticam ente de la  
vena yugular, recogiendo la  sangre

en  un Erlenm eyer con perlas de vi­
drio, previam ente esterilizado y  ag ita­
do durante 10 a  15 minutos; se  re­
parte luégo la  . sangre en tubos de 
centrífuga estériles y  se centrifuga a  
1 .500  revoluciones por minuto duran­
te 15 minutos, botando luégo el so­
brenadante; se ag reg a  luégo solución 
sa lin a  isotónica estéril y  se  ag ita  h as­
ta  hom ogenizar la  suspensión; se  cen­
trifuga nuevam ente y  se  repite la  ope­
ración  por cuatro a  cinco veces. Des­
pués del último lavado se retira el so­
brenadante, se suspenden los glóbu­
los en igual cantidad de solución sa ­
lin a  estéril y  se  conservan en  nevera 
de 3? a  5? C. Esta suspensión stock es 
em p leada para  las distintas dilucio­
nes a  inocular, y  para  la  preparación 
de la  suspensión standarizada u sad a  
en  las reacciones. Si se tra b a ja  con 
la s  debidas precauciones de esterili­
dad, la  suspensión stock puede con­
servarse h asta  por seis días.

Complem ento:

El com plem ento em pleado en  to­
d as las pruebas estab a  constituido por 
u na m ezcla de suero sanguíneo obte­
nido de varios cobay os norm ales. El 
com plem ento era  obtenido por pun­
ción ca rd ía ca  de cobay os m achos 
adultos norm ales de m ás de 500 gra­
m os de peso. U na vez obtenida la  san ­
gre, ésta  se  d e ja b a  a l medio am biente 
durante m edía a  u na hora, se  des­
prendía el coágulo de la s  paredes del 
tubo y  era  centrifugada a  1.500 revo­
luciones por minuto durante 15 minu­
tos, después de lo cu al ¿Separaba 
el suero del coágulo. Una ifez qjbteni- 
do el suero se  le adjtegQ hci efígréoer- 
vativo de W itte p araT §/ ife^ la  c?fcita^ 
m inación y  m antener a l^ tu í& s  %
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El suero obtenido de cad a  uno. de 
los cobay os e ra  titulado por separado 
p a ra  descartar aquellos de título b a ­
jo  y  em plear solam ente los qu e de­
m ostraban un buen poder hemolítico, 
con el fin de evitar errores en  las 
reaccio n es de fijación de Com ple­
mento.

Preservativo de Witte:

Está constituido por:

A cido bórico, 2 gramos.
Sulfato de potasio q. p., 5 gram os.
A gua destilada, 50 c. c.

El preservativo se añ ad e a l com ­
plem ento a  partes iguales.

Solución sa lin a  isotónica:

S e  em pleó en todos los ca so s una 
solución p rep arad a diluyendo 8 .5  g ra­
m os de cloruro de sodio quím icam en­
te puro en 1.000 c. c. de a g u a  destila­
da. La solución em p leada p ara  la  
preparación de la s  suspensiones de 
glóbulos rojos a  inocular e ra  esterili­
zad a  en  todos los casos. En las re a c­
ciones serológicas no se em pleó solu­
ción sa lin a  estéril.

Métodos de producción de hemolisinas

D e los diversos métodos de produc­
ción de H em olisinas, los m ás em p lea­
dos son los siguientes:

1°— S e  ap lican  cinco o seis inyec­
ciones de cinco centím etros cúbicos 
de glóbulos rojos lav ados de carnero, 
en  suspensión a l 10% con cinco días 
de intervalo (3).

2°— S e  ap lican  seis inyecciones de 
glóbulos rojos lav ados en suspensión 
stock, con intervalos de tres a  cuatro 
días, en  la  siguiente form a: prim era

inyección, 2 c. c., segunda inyección, 
4 c. c. y  de la  tercera a  la  sexta  in­
yección, 5 c. c., todas por v ía  intrave­
nosa (4).

3°— S e  inyecta diariam ente un cen­
tímetro cúbico de glóbulos rojos lav a ­
dos en suspensión a l 10%, por v ía  in­
travenosa, durante veintiuno a  vein­
tiocho d ías (5).

4°— S e  ‘inyectan  por v ía  intraveno­
sa, dos v eces a  la  sem ana, durante 
cinco sem anas, 10 c. c. de glóbulos 
rojos lavados en  suspensión a l 1 % (6).

5°— S e  inocula por v ía  intravenosa 
un centímetro cúbico de glóbulos ro­
jos lavados ca d a  tres días, por cu a­
tro veces, y  se h ace  san g ría  de prue­
b a  al quinto d ía después de la  últi­
m a inyección (7).

6°— S e  h acen  tres inoculaciones por 
v ía  intravenosa, la  prim era de 1 c. c. 
y  la s  dos restantes de 2 c. c. de gló­
bulos rojos en tres días consecutivos, 
repitiendo la  serie después de cinco 
d ías (8).

7°— Em pleando u na suspensión de 
glóbulos rojos a l 50% , se inocula u na 
serie de inyecciones con tres d ías de 
intervalo, com enzando con 0 .2 5  c. c. 
y  aum entando ca d a  vez m ás la  dosis 
en 0 .2 5  c. c. h a sta  com pletar de cu a­
tro a  ocho inyeciones (9).

8?— Se inocula 0 .1  c. c. de glóbu­
los rojos lavados diariam ente duran­
te varias sem anas (10).

99— S e  inoculan 5 c. c. de glóbulos 
rojos lavados en  suspensión a l 10% 
ca d a  tres d ías h asta  com pletar cuatro 
a  seis inyecciones.

C asi todos los autores recom iendan 
san g rar de cuatro a  nueve d ías d es­
pués de la  últim a inyección, cuando 
la s  titulaciones prelim inares de los 
sueros obtenidos de san g ría  por la
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vena de la  ore ja  han  dado títulos s a ­
tisfactorios. El tiempo m ás adecuado 
para sangrar es alrededor del sépti­
mo día después de la  última in y ec­
ción.

En todos los casos la  sangría  final 
se hace por punción card íaca  en con­
diciones rigurosas de asep sia .

Después de separado el suero del 
coágulo, se inactiva a  56° C. durante 
media hora para  destruir el com ple­
mento, y se le añ ad e com o preserva­
tivo una novena parte de su volumen 
de una solución acu osa de ácido fé­
nico al 5% , de m anera tal que éste 
queda a  una concentración final de 
0 .5% .

Titulación de las Hemolisinas

Se empleó, como para todas las 
pruebas de F ijación  de Com plem en­
to, la  técnica del doctor Erich Traub.

En cuatro series de tubos de W asser- 
man, partiendo de diluciones in icia­
les de I; 100, 1: 125, 1: 150 y  1: 175, se 
hacen diluciones progresivas ífactor 
de progresión 2) en tal forma que se ob­
tiene en la  prim era serie diluciones de 
1: 200, 1: 400, 1: 800, etc. En la  segun­
da serie se obtienen diluciones de:

250, 1: 500, 1: 1.000, etc., y  as í su­
cesivamente. P ara cad a  uno de los 
elementos que intervienen en  la  prue­
ba se em plea un volum en de 0 .5 0  c. c.

Una vez hechas las diluciones de la  
Kemolisina, se ag reg a  a  ca d a  tubo 
un c - c. de solución salina, la  que 
reemplaza los 0 .5  c. c. de antígeno y 
los 0-5 c. c. de suero específico. Se  
añade luego en cad a  tubo 0 .5  c. c.

0 una dilución de complemento alno/ ^
°< Y por ultimo se ag reg an  0 .5 0  

c - c - de la  suspensión de glóbulos ro­
jos lavados de cordero standarizados.

S e  agitan  los tubos y  se incuban en 
el Baño M aría durante 15 minutos a  
31° C., después de lo cual se h a ce  la  
lectura.

La apreciación  de la  intensidad de 
la  hem olisis se h ace  al ojo, conside­
rándose la  hem olisis total como ne­
gativo (— ) y  dándole a  la  au sen cia  
total de hem olisis el valor de cuatro 
cruces (-|--|—|—|-). Entre estos dos pun­
tos extremos se observan lecturas in- 
term sdias, que se pueden valorar de 
acuerdo con su intensidad en: trazas 
(tr), m edia cruz (-r ), u na cruz (—|-), una 
cruz y  m edia (-|— | ), dos cruces ( + + ) ,  
dos y  m edia cruces (-|— ), tres cru­
ces —(-) y  tres y  m edia cruces
(H—h +  n )•

P ara una ap reciación  m ás exacta  
de la  intensidad de la  hem olisis, se 
centrifugan los tubos después de la  
reacción  a  1 .000  revoluciones por mi­
nuto durante cinco a  diez minutos, es­
timando el valor de la  hem olisis de 
acuerdo con la  cantidad de sedimento 
globular y  el color del líquido sobre­
nadante.

S e  llam a título de una Hem olisina a  
la  m ínim a cantidad de ésta, (o a  su 
m ás a lta  dilución) que es capaz, en 
p resencia  de una cantidad suficiente 
de complemento, de producir la  lisis 
total de igual volumen de la  suspen­
sión standard de glóbulos rojos.

Titulación del complemento

S e  llam a título del com plem ento al 
mínimo de porcentaje que en presen­
c ia  de cantidad suficiente de Hemoli­
sina, es capaz de producir la  lisis to­
tal de igual volum en de suspensión 
standard de glóbulos rojos.

En u na serie de tubos de W asser- 
m an se co locan  0 .5  c. c. de com ple­
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mentó en  diluciones del 1 a l 6%  y  se  
añ ad e luego 1 c. c. de solución sa lin a  
isotónica, (0 .5  c. c. que reem plazan a l 
antígeno y  0 .5  c. c. a l suero esp ecífi­
co). S e  . ag reg a  a  ca d a  tubo 1 c. c. de 
sistem a hem olítico (glóbulos ro jos sen ­
sibilizados), se  ag itan  los tubos y  se 
co locan  al Baño M aría  durante quin­
c e  minutos a  37° C. La valoración  de 
la  intensidad de la  hem olisis se h a­
c e  en  la  m ism a form a que p ara  las 
pru ebas de titulación de Hemolisina.

El sistem a hem olítico está  formado 
por u na m ezcla a  partes igu ales de la  
suspensión standard de glóbulos ro­
jos y u na dilución de H em olisina en  so­
lución sa lin a  isotónica que contiene 
cuatro v eces  su título. Es decir, si el 
título de la  H em olisina es 1: 4 .800 , se 
h a ce  una dilución a l 1: 1.200.

IV —  Parte experimental

a) Producción de Hemolisinas.

■ Aunque el deseo era  em plear todos 
los métodos aquí descritos, las limita­
ciones y a  .anotad as redujeron esta 
parte del trabajo  al estudio com parati­
vo de los cuatro primeros métodos 
descritos en  el capítulo anterior. Los 
24 conejos de que se dispuso p ara  la 
realización de este trabajo  fuéron pe­
sados, num erados en  la  ore ja  derecha 
y  repartidos en cuatro grupos tenien­
do en cuenta su peso individual, el se­
xo y  el peso total del grupo, para  e li­
m inar en  lo posible' la  interferencia 
de estos factores. Los cuatro grupos 
quedaron constituidos en  la  siguiente 
forma:

CUADRO I

Anim.
No. Peso gr. Sexo V ía  inoculada Dosis c. c. C oncentración

%
No.

inyección
Intervolo

dios

45 1.300 H intraven. 5- 10 6 5
48 1.270 H intraven. 5 10 6 5
54 1.450 H intraven. 5 10 6 5
55 2 .2 5 0 H intraven. 5 10 6 ' 5
70 1.160 H intraven. 5 10 6 5

73 1.300 M intraven. 5 10 6 5

CUADRO II

Aoii».
Ño. Peso gr. Sexo V ía inoculada Dosis c. Concentración 

c' %
No.

Inyección
Intervalo

días

50 1.540 H intraven. 2, 4 y  5 10 6 ’ 3
51 1 .650 M intraven. 2, 4 y '5 10 6 3
53 2 .1 0 0 H intraven. 2, 4 y  5 10 6 3
72 1.150 H intraven. 2, 4 y  5 10 6 3
74 1.280 H intraven. 2, 4 y  5 10 6 3
80 1.230 H intraven. 2, 4 y  5 10 6 3
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CUADRO III

Anim.
No. Peso gr. Sexo V ia Inoculada Dosis c. c. Concentración No.

inyección
Intervalo

días

46 1.450 H intraven. i 10 23 i
47 1.570 M intraven. i 10 23 i
56 1.520 H intraven. 10 23 i
59 1.110 H intraven. i 10 23 i
71 2 .030 H intraven. i 10 23 i
79 1.200 H intraven. i 10 23 i

CUADRO IV

Anim.
No. Peso gr. Sexo V ia  inoculada Dosis c. c. Concentración

9b
No.

inyección
Intervalo

dias

49 1.300 H intraven. 10 4 10 . 4 y  5
52 1.450 H intraven. 10 4 10 4 y  5
58 1.780 M intraven. 10 4 10 4 y  5
75 1.870 H intraven. 10 4 10 4 y  5
78 1.300 M intraven. 10 4 10 4 y  5
76 1 .280 H intraven. 10 4 10 4 y  5

Las fechas de inoculación y  de sangría de cada uno de los animales de los diferen­
tes grupos, pueden apreciarse en los cuadros V, VI, VII y VIII.

CUADRO V

Inoc. No.

1
2
3
4
5
6 . .  

Sangría.

Con. 
No. 45

Con. 
No. 48

Con. 
No. 54

Con. 
No. 55

Con. 
No. 70

Con. 
No. 73

14— 11 14— 11 14— 11 14— 11 14— 11
19— 11 19— 11 19— 11 19— 11 19— 11
24— 11 24— 11 24— 11 24— 11 24— 11

1— III 1— III 1— III 1— III 1— III
6— III 6— III 6— III 6— III (:)

11— III 11— III 11— III 11— III
18— III 18— III 18— III 18— III

14— 11 
19— 11 
24— 11 

1— III 
6— III 

11— III 
18— III
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CUADRO VI

Inoc. No
Con. * 

No. 50
Con. 

No. 51
Con 

N o. 53
Con. 

No. 72
Con. 

No. 74
Con. 

No. 80

i ...................................... 15— 11 15— 11. 15— 11 15— 11 15— 11 15— II

2 ................................. 17— 11 17— 11 17— 11 17— 11 17— 11 17— 11

3 ................................. 19— 11 19— 11 19— 11 19— 11 19— 11 19— 11

4 ................................. 22— 11 (::) 22— 11 22— 11 22— 11 22— II

5 . .  .................. 24— 11 24— 11 24— 11 24— 11 24— 11

6 ................................. 26— II 26— 11 - 26— 11 26— 11 26— 11

S a n g r í a .................. (:::) 7— III 7— III 7— III 7— III

( :)  El conejo N? 70 
( ::)  El conejo N1?

murió el 6 de marzo a consecuencia de shock.
51 amaneció muerto el 21 de febrero, siendo la causa de la

muerte la coccidiosis.
( : : :)  El conejo N*? 50 amaneció muerto el 4 de marzo, siendo la causa de la muerte

la coccidiosis.

CUADRO VII

Inoc. No.
Con. 

No. 46
Con. 

No. 47
CoD. 

N o. 56
Con. 

N o. 71
Con. 

No. 59
Con. 

No. 79

i ............................. 14— 11 14— 11 14— 11 14— 11 14— 11 14— II

2 ............................. 15— 11 15— 11 15— 11 15— 11 15— 11 15— H

3 ............................. 16— 11 16— 11 16— 11 16— 11 16— 11 16— H

4 ............................. 17— 11 17— 11 17— 11 17— 11 17— 11 17— H

5 ............................. 18— II 18— II 18— 11 18— 11 18— 11 18— H

6 ............................. 19— 11 19— 11 19— 11 19— 11 19— 11 19—11

7 ................................. 20— 11 20— 11 20— 11 20— 11 20— 11 20—U

8 ............................. 21— 11 21— 11 21— 11 21— 11 21— 11 21— H

9 . .  ....................... 22— 11 22— 11 22— 11 22— 11 22— 11 . 22—H

1 0 ............................. 23— 11 23— 11 23— 11 23— 11 23— 11 23—H

1 1 ................................. 24— 11 24— 11 24— 11 24— 11 24— 11 24— 11

1 2 ............................. 25— 11 25— 11 25— 11 25— 11 25— 11 25-H

1 3 ............................. 26— 11 26— 11 26— 11 26— 11 26— 11 26— 11

1 4 ............................. 27— 11 27— 11 27— 11 27— 11 (:) 27—H

1 5 ............................. 28— 11 28— II - 28— 11 28— 11 28—H

1 6 ............................. 1— III 1— III 1— III 1— III 1— III

1 7 ............................. 2— III 2— III 2— III 2— III 2— III

1 8 ............................. 3— III 3— III 3— III 3— III 3— III

1 9 ............................. 4— III 4— III 4— III 4— III 4— III

2 0 ............................. 5— III 5— III (::) 5— III 5— III

2 1 ............................. 6— III 6— III 6— III 6— III

2 2 ............................. 7— III 7— III (:::) 7— III

2 3 ............................. 8— III 8— III 8— III

S a n g r í a ................. 15— III 15— III
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CUADRO VIII

Inoc. No.
Con. 

No. 49
Con. 

N o. 52
Con. 

N o. 58
Con. 

No. 75
Con. 

No. 76
Con. 

N o. 78

1 .................. 14— 11 14— 11 14— 11 14— II 14— 11 14— 11
2 ...................... 17— 11 17— 11 17— 11 17— 11 17— 11
3 ...................... 21— 11 21— 11 21— 11 21— 11 21— 11
4 ...................... 24— 11 24— 11 24— 11 24— 11 24— 11
5 ...................... 28— 11 28— 11 28— 11 28— 11 28— 11
6 ...................... 3— III 3— III 3— III 3— III 3— III
7 ...................... 7— III 7— III 7— III 7— III 7— III
8 . .  . . . .  . . 10— III 10— III 10— III 10— III 10— III
9 ...................... 14— III 14— III 14— III 14— III 14— III

1 0 ...................... 17 III 17— III 17— III 17— III 17— III
Sangría . .  . . 24— III 24— III 24— III 24— III 24— III

(:) El conejo N9 59 amaneció muerto el 27 de febrero, siendo la causa de ía muer­
te la coccidiosis.

(::) El conejo N° 56 murió el 5 de marzo por parasitismo.
('■■■) El conejo N? 71 murió el 6 de marzo por parasitismo.

El conejo N? 79 murió el nueve de marzo por parasitismo.
El conejo N? 78 amaneció muerto el día 16 de febrero siendo la causa de la 

muerte, la coccidiosis.

Los conejos fueron sangrados asép ­
ticamente por punción card íaca  y  la  
sangre recolectada en tubos de centrí- 
fuc. t estériles. De m edia a  una hora 
después de la  sangría el coágulo era 
desprendido de la  pared del tubo me­
diante una varilla de m adera estéril y  
ei tubo colocad a en la  n evera duran­
te una hora, para aum entar la  contrac­
ción del coágulo. La sangre era luégo 
centrifugada a  1 .500 revoluciones por 
minuto durante 15 minutos, después 
de lo cual era  retirado el suero, el cual 
s® sometía nuevam ente a  centrifuga­
ción cuando tenía glóbulos en suspen­
sión. Una vez obtenido el suero en es­
ta forma, era  inactívado a  56? C. du­
rante media hora para destruir el com- 
P emento, después de lo cual se  le 
añadía una cantidad de una solución 

® fenol a l 5% , de modo que éste que­

d ara a  u na concentración final de
0 .5 % .

No se  realizaron sangrías prelim ina­
res, puesto que se trataba de observar 
los títulos obtenidos con el número de 
inoculaciones recom endado en ca d a  
método, sin exceder las dosis de hi- 
perinmunización.

Una vez obtenidas todas las  Hemo­
lisinas, se procedió a  su titulación pre­
liminar.

b) Prueba preliminar.

P ara estas titulaciones solo se em­
plearon dos series de diluciones: 1: 
200, 1: 400, etc., h asta  1: 12.800 y  la  
otra serie 1: 300, 1: 600, etc., h asta  1: 
19.200. Los resultados obtenidos pue­
den observarse en los cuadros IX, X, 
XI y  XII.
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Al observar io s cuadros anteriores, 
encontramos que los títulos para  las 
Hemolisinas obtenidas en el primer 
grupo fueron:

N9 45: 1: 1.600.
N9 48: 1: 2 .400 .
N9 54: 1: 2 .400.
N9 55: 1: 800.
N° 73: 1: 400.

Para las Hemolisinas obtenidas en  el 
segundo grupo:

N9 53: 1: 800.
N9 72: 1: 3 .200.
N9 74: 1: 1.600.
N9 80: 1: 2 .400.

Para las Hem olisinas obtenidas en 
el tercer grupo:

N9 46: 1: 1.600.
N9 47: 1: 1.200.

Para las Hem olisinas obtenidas en 
el cuarto grupo:

N9 49: 1: 2 .400.
N9 52: 1 :600 .
N? 58: 1: 1.600.
N9 75: 1: 300.
N9 76: 1: 1.200.

c) Concentración.

Basados en los resultados descritos 
en el segundo capítulo de este traba- 
)° Y en la s  observaciones allí an ota­
das, se procedió a  la  concentración de 
las Hemolisinas con el fin de observar 
a  O v a c ió n  de su título. El procedi­

miento desarrollado fue el siguiente:
Las Hemolisinas fueron distribuidas 

en tubos Pyrex de 100 mm. por 14 mm. 
e r  cantidades aproxim adas de 8 c. c. 
Y colocados en  la  nevera ( l9 a  3? C.)

durante dos horas, después de lo cual 
eran  pasados a l congelador de — 159 
a  — 209 C. durante un tiempo aproxi­
m ado de 17 horas (durante la  noche). 
Al d ía  siguiente se  sa c a b a n  del con­
gelador y  se  d ejaban  a l medio am ­
biente (129 a  169 C.) durante aproxi­
m adam ente 5 horas, m ientras se  des­
congelaban, y  luégo, evitando en lo 
posible la  m ás m ínim a agitación, se 
repetía el proceso por ocho v eces con­
secutivas.

Los detalles del procedimiento em­
pleado, duración, tem peratura, etc., 
pueden observarse en  el cuadro XIII.

U na vez lograda la  sep aración  de la  
porción acu o sa  clara  y  la  porción os­
cu ra album inosa, se procedió por me­
dio de la  aspiración con u na p era  de 
caucho ad ap tad a a  u na pipeta (esté­
ril), a  sep arar la  porción sobrenadan­
te que fue en v asad a  en  otros tubos.

Tanto el sedimento como el sobre­
nadante fueron conservados en  neve­
ra  h asta  el momento de la  titulación.

En todos los casos, de c a d a  u na de 
la s  Hem olisinas se conservó, sin so­
m eter a  concentración, una cierta can ­
tidad p ara  ser retitulada posterior­
mente, en prueba sim ultánea con el 
sedimento y  el sobrenadante corres­
pondiente.

En el cuadro XIV puede observarse 
la  cantidad total de H em olisina distri­
buida en  ca d a  tubo, y  el volum en de 
sedimento y  de sobrenadante obteni­
dos después de la  concentración, con 
el porcentaje de sedim ento obtenido 
de ca d a  Hemolisina.

Una vez obtenidos los sedim entos y 
sobrenadantes de todas las Hemolisi­
nas, se  procedió a  su titulación, reali­
zando ca d a  vez una prueba en  la  cu al 
e ra  valorada, en idénticas condicio-
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CUADRO XIII

Entrada
No. Fecha N evera 

(hora) p. m. Temp. C ongel. 
(hora) p. m. Temp. Salida

No. Fecha (Hora) 
a . m. Temp.

i 19— IV 3 1? C. 5 — 10? c . i 20— IV 9 — 18? C.

2 20— IV 1 1? C. 3 —  5 ?C . 2 21— IV 9 — 20? C.

3 21— IV 2 1? c . 4 — 15? C. 3 22— IV 9 — 20? C.

4 22— IV 2 1? c . 4 — 10? C. 4 25— IV 9 1 CO o •o p

5 25— IV 2 1? c . 4 — 10? C. 5 26— IV 9 — 20? C.

6 26— IV 2 1? c . 4 — 15? C. 6 27— IV 9 — 20? C.

7 27— IV 2 0? c . 4 — 10? C. 7 28— IV 9 — 20? C.

8 28— IV 2 1? c . 4 — 15? C. 8 29— IV 9 — 20? C.

CUADRO XIV

Hemol. Tubo Cantidad 
N o. No total c. c.

Sedimento 
c. c

Sobrenad. Porcento je

45 1 8 .5 2 .5 6
45 2 8 2 .5 5 .5
48 1 8 2 6
48 2 8 2 6
54 1 8 2 .5 5 .5

54 2 8 2 .5 5 .5

54 3 8 2 .5 5 .5

54 4 8 2 .5 5 .5

55 1 8 2 6
55 2 8 2 6
55, 3 8 .5 2 .5 6
73 1 8 .5 2 6 .5

73 2 5 .5 1 4 .5

53 1 8 .5 2 6 .5
53 2 8 .5 2 6 .5
72 1 8 2 6
72 2 8 2 6
72 3 7 .5 1 .5 6
74 1 6 .5 1 .5 5
74 2 9 .5 2 .5 6
80 1 7 .5 2 5 .5
80 2 8 2 .5 5 .5
80 3 8 2 .5 5 .5

30 .43

25

31 .25

2 6 .4 7

20 .8 5

2 3 .5 2

23 .3 3

2 5 .4 2

3 0 .1 0

Hemol
No.

Tubo
No.

Cantidad 
total c. c.

Sedimento 
c . c.

Sobrenad. 
c. c.

Porcentaje

46 i 8 2 .5 5 .5
46 2 8 2 .5 5 .5 32.26
46 3 8 2 .5 5 .5

46 4 8 .5 3 . 5 .5
47 1 8 2 .5 5 .5
47 2 8 2 .5 5 .5 31.25

47 3 8 2 .5 5 .5
49 1 9 2 .5 . 6 .5
49 2 8 2 .5 5 .5 28.26
49 3 8 .5 2 .5 6
49 4 8 .5 2 .5 6
52 1 8 2 .5 5 .5
52 2 8 2 .5 5 .5 31.25

52 3 8 2 .5 5 .5

58 1 9 2 .5 6 .5

58 2 9 2 .5 6 .5 25.92

58 3 8 2 6
75 1 8 3 5 37.50
75 2 8 3 5

76 1 8 .5 2 .5 6 29.41
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nes, la  H em olisina sin concentrar, el 
sedimento y  el sobrenadante. P ara  es­
tas titulaciones se em plearon las cu a­
tro series de diluciones a  que se hizo 
referencia en el capítulo tercero de es­
te trabajo, diluyendo la  Hemolisina 
hasta encontrar el punto final. Los re­
sultados obtenidos de estas titulacio­
nes ap arecen  en los cuadros XV, XVI, 
XVII y XVIII.

En la  gráfica  del cuadro XIX ap are­
cen los tres valores obtenidos en la  ti­
tulación de cad a  una de las Hemolisi­
nas.

En el cuadro XX pueden observarse 
gráficam ente la s  diferencias entre los 
resultados obtenidos con las Hemolisi­
nas concentradas y  el título que a  c a ­
da una correspondería de acuerdo con 
el porcentaje de sedimento obtenido 
de ellas y  su título antes de la  con­
centración. (Ver cuadro XX).

Al estudiar' el cuadro anterior pue­
de observarse que exceptuando los 
casos de las Hem olisinas núm eros 45, 
48 y 72, cu y a  explicación es aún des­
conocida, am bos resultados coinciden 
entre sí, presentándose d iíerencias 
Que pueden explicarse por la  índole 
de la prueba, la  m ayor o m enor per­
fección en la  separación del sedim en­
to y del sobrenadante, etc.

Resumen

Se h a  llevado a  cab o  un trabó­
lo sobre com paración de métodos pa- 
ra la producción de Hem olisinas, con 

fin de determinar cu ál de ellos ofre- 
ce  ^rás garantías en la  práctica.

^e describe una técn ica  p ara  la  
titulación de estas Hem olisinas.

Se describe una técn ica  para  
concentrar H em olisinas em pleando

congelaciones y  descongelaciones su­
cesivas.

Conclusiones

1°— De los cuatro procedimientos 
em pleados en la  producción de He­
m olisinas en  este trabajo  com parativo, 
ninguno m uestra en forma m arcad a 
ser m ás ventajoso que los dem ás, 
aunque con el método de la  ap lica ­
ción de seis inyecciones de glóbulos 
rojos lavados en suspensión a l 10% 
con intervalos de tres a  cuatro d ía s , ' 
inoculando en la  prim era inyección 
2 c. c., en la  segunda 4 c. c. y- e n  las 
cuatro restantes 5 c. c., todas por v ía  
endovenosa, se obtienen resultados 
alg o  superiores.

2?— M ediante la  técn ica de con g ela­
ciones y  d escongelaciones descrita, se  
puede concentrar H em olisinas con 
buenos resultados.

3°— El título de la  Hem olisina con­
centrad a por este procedimiento (sedi­
mento), es alrededor de cuatro veces 
el título de la  Hemolisina total antes 
de la  concentración.
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