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Produccion de hemolisinas
y concentracion de antisueros especificos
por congelaciones y descongelaciones
sucesivas

Por el doctor JAIME DEL VALLE LEANDRO

Introduccién

Al realizar este trabajo me he pro-
puesto solucionar un problema que,
si bien no representa un obstaculo
fundamental, si interfiere con el des-
arrollo normal de la rutina del labora-
torio cuando es empleada la técnica
de Fijacion de Complemento como mé-
todo de diagnéostico.

Uno de los elementos empleados en
la prueba de Fijacion de Complemen-
to, y cuyas caracteristicas son de lau
mas estables, es la Hemolisina 0 Am-
boceptor Hemolitico, el cual, precisa-
mente por esa condicién, es pocas
veces valorado durante su empleo
después de su produccién. Todos los
autores estan de acuerdo en que no
deben emplearse hemolisinas cuyo
titulo sea inferior de 1. 2.400 a
1: 3.000. Es un hecho frecuente
observar durante el proceso de
produccion de Hemolisinas, que és-
tas no alcancen a dichos titulos,
obteniéndose valores que oscilan
entre 1. 800 y 1. 1.600. Son maultiples
las causas que pueden influir sobre
la concentracion de anticuerpos anfi-
glébulo rojo de carnero en el suero
4e los conejos inmunizados: edad, se-

X0, peso y estado sanitario de los
animales, método empleado en la
inmunizaciéon, etc.

Mi propésito en la primera parte
de este trabajo, era establecer cual
de los métodos empleados ofrecia me-
jores probabilidades de obtener titu-
los elevados. Desafortunadamente, en
la época en que este trabajo se llevéd
a cabo, solo pudo obtenerse un grupo
muy reducido y heterogéneo de ani-
males, por lo cual los resultados ob-
tenidos no pudieron ser mas conclu-
yentes.

La segunda parte de este trabajo
comprende la aplicacion de un proce-
dimiento de concentracién de sueros
inmunes, por congelaciones y des-
congelaciones sucesivas, empleado en
la concentracion de sueros para el
diagndstico de la Fiebre Aftosa, a las
Hemolisinas. Es en realidad un he-
cho notorio que cuando se conservan
sueros en congelador y por cualquier
causa sufren una descongelacion vy
nuevamente se congelan, puede ob-
servarse un comienzo de "separa-
cién", que se manifiesta por un color
obscuro de la porcién que tiende a
sodimentarse, 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 diagnostico
para la Fiebre Aftosa, me indujeron a
emplear este procedimiento para la
concentracién de las Hemolisinas, con
resultados satisfactorios.

1 — Consideraciones teéricas
HemosUinas

Las Hemolisinas son anticuerpos
del suero que cuando actian con el
complemento tienen el poder de Usar
o destruir los globulos rojos, o alterar
su membrana permitiendo la salida
de la hemoglobina.

La naturaleza de las Hemolisinas
es desconocida; no son sustancias
guimicas; algunos autores creen que
son de la naturaleza de los fermentos
lipoliticos; para otros, las Hemolisi-
nas son identificadas con la fraccion
globulina del suero, en contradiccion
con las Hemolisinas producidas por
bacterias, que en el concepto de Cor-
nell y Holby, y otros, son considera-
dos como grasas bacteriales en estado
coloidal.

Complemento

El complemento o alexina es una
sustancia presente tanto en el suero
normal, como en el inmune, la cual
es destruida por calentamiento a 569
C. y que actla en presencia de un
amboceptor o sensibilizador para pro-
ducir lisis.

Ordinariamente el complemento no
esta unido a las células, sino que se
encuentra libre en el suero sangui-
neo. Es de estructura simple, y esta
compuesto de una porcién haptépho-
ra y una porciéon téxica, litica, llama-
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da grupo citolitico o tox6phoro. Es si-
milar en estructura a una toxina, pero
funciona y actta de diferente mane-
ra. El grupo haptéphoro permite Ila
combinacién con los anticuerpos an-
clados en la célula y prepara el efec-

tp litico cumplido por el grupo toxé-
phoro.

El complemento se deteriora rapi-
damente después de obtenido, pero

su actividad puede preservarse por
varios procedimientos, de los cuales
los mas empleados son: la congela-
cion, la sublimacion o liophilizacién
o la adicién de preservativos quimi-
cos, como el de Witte y otros.

El complemento se encuentra en el
suero de los animales y del hombre
en cantidades variables; se emplea
e] obtenido de cobayos por ser el de
mejor titulo y el que presenta menos
variaciones de un individuo a otro.

Glébulos rojos

Durante todo el trabajo se usaron
glébulos rojos de cordero lavados.
Para las inoculaciones se empleé una
suspensién de estos glébulos a diver-
sas concentraciones, y para las reac-
ciones de Fijacion de Complemento
se empledé una suspensiéon standari-
zada en el espectrofotémetro (tipo Co-
lleman janior) a 545 Amstrongs, con
una concentracion tal que 0.4 c. c. de
ella en 1.6c. c. de agua destilada
produjeran una solucién de hemoglo-
bina cuya densidad 6ptica fuera de
0.66. En esta forma la suspension de
glébulos rojos, contenia aproximada-
mente 5.000 glébulos por centimetro
cUbico, y era igual a través de todas
las pruebas.

En la producciéon de Hemolisina o
amboceptor hemolitico, como en la
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de todos los sueros inmunes e hi-
perinmunes empleados en reacciones
serolégicas e inmunolégicas, son mu-
chos los métodos descritos y varios los
resultados obtenidos. Es bien sabido
que el éxito de una reaccion serol6gi-
ca depende de la potencia de los ele-
mentos en ella empleados y cuyas
caracteristicas son estables y faciles
de valorar en cualquier momento.
Uno de los elementos de capital im-
' portancia en la reaccién de Fijacién
de Complemento es el amboceptor
hemolitico. En vista de la gran canti-
dad de métodos empleados para su
produccion, la diversidad de resulta-
dos obtenidos en el hecho frecuente de
obtener titulos bajos, se resolvio reali-
zar un trabajo que permitiera estable-
cer cual de las técnicas sefialadas
ofrecia mas garantias en la produc-
cion de Hemolisinas en igualdad de
condiciones.

Los resultados obtenidos, como se
dijo anteriormente, no fueron tan con-
cluyentes como se esperaba por las
causas anotadas. Al conocer estos re-
sultados se pens6 que las muestras
podrian ser condiciones adversas, di-
ficiles de superar en algunos casos;
y por lo tanto, se trat6 de buscar el
método, o los métodos que dentro de
esas condiciones dieran mejores re-
sultados para obtener Hemolisinas
cuyo titulo permitiera que ellas fue-
ran empleadas en la reaccién de Fi-
jacion de Complemento.

Los resultados obtenidos en expe-
riencias preliminares con sueros para
el diagndéstico de la Fiebre Aftosa en
mayo de 1954 (1). El resumen del tra-
bajo presentado por el doctor Antonio
Luis' Gualdieri en el Segundo Congre-
so Panamericano de Medicina Vete-

rinaria (2) (*) cuyo texto fue imposible
obtener del autor y el fendmeno obser-
vado cuando se emplea la congela-
cion para preservar los sueros, como
en nuestro caso, de que al suceder las
congelaciones 'y descongelaciones
accidentales se manifiesta una ten-
dencia a la separacion de dos porcio-
nes del suero, una oscura que se lo-
caliza en la parte inferior, y una mas
clara que ocupa la parte superior, dio
origen a la idea de llevar a cabo un
experimento tendiente a demostrar la
bondad o ineficacia de la concentra-
cion de Hemolisinas por el procedi-
miento de congelaciones y desconge-
laciones sucesivas sin agitaciones in-
termedias.

El fenédmeno de la concentracién se
basa fundamentalmente en la crios-
copia. El suero sanguineo de los ani-
males tiene entre otros componentes:
albiminas, globulinas, fermentos lipo-
liticos, fibrindgeno, sustancias nitro-
genadas no proteicas y grasas neu-
tras suspendidas en solucién acuosa
de sales inorgéanicas (cloruros, bicar-
bonatos, etc.), y otros componentes
orgénicos. Puede decirse, a grandes
rasgos, que en el presente caso se
hallan presentes: una porcién acuosa
y otra porcién albuminosa proteica.
El punto crioscépico de la primera es
mas alto que el de la segunda y por
lo tanto, al descender la temperatura
se produce primero su congelacion.

(*) «Se describe un método de concentra-
cién de sueros antiaftosos hiperinmunes y
convalecientes de cobayo de titulo bajo.

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

La utilizacién de los sueros concentrados
en la técnica de Fijacion de Complemento,
permite observar valores de titulacion de
hasta cinco veces el del suero total original».
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Al congelarse la porcién acuosa pier-
de densidad y se dirige hacia la su-
perficie de la porcion liquida restan-
te. Al continuar el descenso de la tem-
peratura se produce la congelacién
total de la masa. Al producirse el fe-
némeno contrario la elevacion de la
temperatura, se descongela primero
aquel cuerpo cuyo punto crioscopico
sea més bajo, es decir, la porcién pro-
teica, aumentando su densidad en re-
lacién con la parte acuosa congela-
da, lo que acentlla su separacion. Al
continuar este proceso llegara un
momento en que la separacion de los
dos cuerpos es casi perfecta.

Il — Materiales y métodos

a) Materiales.

Bafio Maria-a 37° C. para la incu-
bacion de las reacciones y bafio sero-
l6gico a 569 C. para inactivacion.

Gradillas metalicas para 20 tubos.

Pipetas taradas de 1 c. c. gradua-
das en centésimos, pipetas tarqdas de
5 c. c. graduadas en décimos y pipe-
tas de 10 c. c. graduadas en décimas.

Vénulas estériles para recoger la
sangre; jeringas de 30 c. c. con agujas

18 para sangria, jeringas de 10 c.
c. con agujas N? 22 para las inocula-
ciones.

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

Tubos de Wasserman, de Kahn vy
d® ensayo corrientes, y en fin, todos
los materiales y utensilios de uso co-
rriente en un laboratorio.

Globulos Rojos: Para la obtencion

e “os glébulos rojos lavados se san-
gra un carnero asépticamente de la
vena yugular, recogiendo la sangre
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en un Erlenmeyer con perlas de vi-
drio, previamente esterilizado y agita-
do durante 10 a 15 minutos; se re-
parte luégo la .sangre en tubos de
centrifuga estériles y se centrifuga a
1.500 revoluciones por minuto duran-
te 15 minutos, botando luégo el so-
brenadante; se agrega luégo solucion
salina isotonica estéril y se agita has-
ta homogenizar la suspensién; se cen-
trifuga nuevamente y se repite la ope-
racion por cuatro a cinco veces. Des-
pués del altimo lavado se retira el so-
brenadante, se suspenden los glébu-
los en igual cantidad de solucién sa-
lina estéril y se conservan en nevera
de 3? a 5? C. Esta suspension stock es
empleada para las distintas dilucio-
nes a inocular, y para la preparacién
de la suspensién standarizada usada
en las reacciones. Si se trabaja con
las debidas precauciones de esterili-
dad, la suspension stock puede con-
servarse hasta por seis dias.

Complemento:

El complemento empleado en to-
das las pruebas estaba constituido por
una mezcla de suero sanguineo obte-
nido de varios cobayos normales. El
complemento era obtenido por pun-
cion cardiaca de cobayos machos
adultos normales de méas de 500 gra-
mos de peso. Una vez obtenida la san-
gre, ésta se dejaba al medio ambiente
durante media a una hora, se des-
prendia el codgulo de las paredes del
tubo y era centrifugada a 1.500 revo-
luciones por minuto durante 15 minu-
tos, después de lo cual ;Separaba
el suero del coédgulo. Una ifez gjbteni-
do el suero se le adjtegQhci efigréoer-
vativo de Witte paraT§/ife~la c?fcita®
minacion y mantener al™tui&s %
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El suero obtenido de cada uno. de
los cobayos era titulado por separado
para descartar aquellos de titulo ba-
jo y emplear solamente los que de-
mostraban un buen poder hemolitico,
con el fin de evitar errores en las
reacciones de fijacion de Comple-
mento.

Preservativo de Witte:
Estd constituido por:

Acido borico, 2 gramos.
Sulfato de potasio q. p., 5 gramos.
Agua destilada, 50 c. c.

El preservativo se afiade al com-
plemento a partes iguales.

Solucién salina isoténica:

Se empledé en todos los casos una
solucion preparada diluyendo 8.5 gra-
mos de cloruro de sodio quimicamen-
te puro en 1.000 c. c. de agua destila-
da. La solucion empleada para la
preparacion de las suspensiones de
glébulos rojos a inocular era esterili-
zada en todos los casos. En las reac-
ciones serologicas no se empled solu-
cion salina estéril.

Métodos de produccion de hemolisinas

De los diversos métodos de produc-
cion de Hemolisinas, los més emplea-
dos son los siguientes:

1°—Se aplican cinco o seis inyec-
ciones de cinco centimetros cuUbicos
de glébulos rojos lavados de carnero,
en suspension al 10% con cinco dias
de intervalo (3).

2°—Se aplican seis inyecciones de
glébulos rojos lavados en suspension
stock, con intervalos de tres a cuatro
dias, en la siguiente forma: primera

inyeccién, 2 c. c.,, segunda inyeccién,
4 c. c. y de la tercera a la sexta in-
yeccién, 5 c. c., todas por via intrave-
nosa (4).

3°—Se inyecta diariamente un cen-
timetro cubico de gloébulos rojos lava-
dos en suspension al 10%, por via in-
travenosa, durante veintiuno a vein-
tiocho dias (5).

4°—Se ‘inyectan por via intraveno-
sa, dos veces a la semana, durante
cinco semanas, 10 c. c. de gldébulos
rojos lavados en suspensiéon al 1% (6).

5°—Se inocula por via intravenosa
un centimetro cubico de glébulos ro-
jos lavados cada tres dias, por cua-
tro veces, y se hace sangria de prue-
ba al quinto dia después de la ulti-
ma inyeccion (7).

6°—Se hacen tres inoculaciones por
via intravenosa, la primera de 1 c. c.
y las dos restantes de 2 c. c. de glo-
bulos rojos en tres dias consecutivos,
repitiendo la serie después de cinco
dias (8).

7°—Empleando una suspension de
glébulos rojos al 50%, se inocula una
serie de inyecciones con tres dias de
intervalo, comenzando con 0.25 c. c.
y aumentando cada vez mas la dosis
en 0.25 c. c. hasta completar de cua-
tro a ocho inyeciones (9).

87— Se inocula 0.1 c. c. de glébu-
los rojos lavados diariamente duran-
te varias semanas (10).

99—Se inoculan 5 c. c. de glébulos
rojos lavados en suspension al 10%
cada tres dias hasta completar cuatro
a seis inyecciones.

Casi todos los autores recomiendan
sangrar de cuatro a nueve dias des-
pués de la altima inyecciéon, cuando
las titulaciones preliminares de los
sueros obtenidos de sangria por la
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vena de la oreja han dado titulos sa-
tisfactorios. El tiempo maés adecuado
para sangrar es alrededor del sépti-
mo dia después de la ultima inyec-
cion.

En todos los casos la sangria final
se hace por puncion cardiaca en con-
diciones rigurosas de asepsia.

Después de separado el suero del
codgulo, se inactiva a 56° C. durante
media hora para destruir el comple-
mento, y se le afiade como preserva-
tivo una novena parte de su volumen
de una solucién acuosa de acido fé-
nico al 5%, de manera tal que éste
gueda a una concentracion final de
0.5%.

Titulacion de las Hemolisinas

Se emple6, como para todas las
pruebas de Fijaci6n de Complemen-
to, la técnica del doctor Erich Traub.

En cuatro series de tubos de Wasser-
man, partiendo de diluciones inicia-
les de I; 100, 1: 125, 1. 150 y 1. 175, se
hacen diluciones progresivas ifactor
de progresion 2) en tal forma que se ob-
tiene en la primera 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 asi su-
cesivamente. Para cada uno de los
elementos que intervienen en la prue-
ba se emplea un volumen de 0.50 c. c.

Una vez hechas las diluciones de la
Kemolisina, se agrega a cada tubo
un c- ¢. de solucién salina, la que
reemplaza los 0.5 c. ¢. de antigeno y
los 0-5 c. ¢. de suero especifico. Se
afiade luego en cada tubo 0.5 c. c.
fna dilucion de complemento al

°<Y por ultimo se agregan 0.50
c- c- de la suspension de glébulos ro-
jos lavados de cordero standarizados.
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Se agitan los tubos y se incuban en
el Bafio Maria durante 15 minutos a
31° C., después de lo cual se hace la
lectura.

La apreciacion de la intensidad de
la hemolisis se hace al ojo, conside-
randose la hemolisis total como ne-
gativo (—) y dandole a la ausencia
total de hemolisis el valor de cuatro
cruces (-]-l—+ ). Entre estos dos pun-
tos extremos se observan lecturas in-
termsdias, que se pueden valorar de
acuerdo con su intensidad en: trazas
(tr), media cruz (-r), una cruz (-}), una
cruz y media (}—]), dos cruces (++),
dos y media cruces (}— ), tres cru-
ces —() y tres y media cruces
H—h+ n)

Para una apreciacibn mas exacta
de la intensidad de la hemolisis, se
centrifugan los tubos después de la
reaccion a 1.000 revoluciones por mi-
nuto durante cinco a diez minutos, es-
timando el valor de la hemolisis de
acuerdo con la cantidad de sedimento
globular y el color del liquido sobre-
nadante.

Se llama titulo de una Hemolisina a
la minima cantidad de ésta, (0 a su
mas alta dilucion) que es capaz, en
presencia de una cantidad suficiente
de complemento, de producir la lisis
total de igual volumen de la suspen-
sion standard de glébulos rojos.

Titulacién del complemento

Se llama titulo del complemento al
minimo de porcentaje que en presen-
cia de cantidad suficiente de Hemoli-
sina, es capaz de producir la lisis to-
tal de igual volumen de suspensién
standard de glébulos rojos.

En una serie de tubos de Wasser-
man se colocan 0.5 c. ¢c. de comple-
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mentd en diluciones del 1 al 6% y se
afiade luego 1 c. c. de solucion salina
isoténica, (0.5 c. c. que reemplazan al
antigeno y 0.5 c. c. al suero especifi-
co). Se .agrega a cada tubo 1 c. c. de
sistema hemolitico (glébulos rojos sen-
sibilizados), se agitan los tubos y se
colocan al Bafio Maria durante quin-
ce minutos a 37° C. La valoracién de
la intensidad de la hemolisis se ha-
ce en la misma forma que para las
pruebas de titulacion de Hemolisina.

El sistema hemolitico esta formado
por una mezcla a partes iguales de la
suspension standard de glébulos ro-
jos y una dilucion de Hemolisina en so-
lucion salina isoténica que contiene
cuatro veces su titulo. Es decir, si el
titulo de la Hemolisina es 1: 4.800, se
hace una dilucion al 1. 1.200.

IV — Parte experimental
a) Produccion de Hemolisinas.

m Aunque el deseo era emplear todos
los métodos aqui descritos, las limita-
ciones ya .anotadas redujeron esta
parte del trabajo al estudio comparati-
vo de los cuatro primeros métodos
descritos en el capitulo anterior. Los
24 conejos de que se dispuso para la
realizacion de este trabajo fuéron pe-
sados, numerados en la oreja derecha
y repartidos en cuatro grupos tenien-
do en cuenta su peso individual, el se-
x0 y el peso total del grupo, para eli-
minar en lo posible' la interferencia
de estos factores. Los cuatro grupos
quedaron constituidos en la siguiente
forma:

CUADRO |
A,\r":)m Peso gr. Sexo Via inoculada Dosis c. c. Conce%/toracién iny';l:éién Int%ri\:)zlo
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 2.250 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 11
ANOS_»' Peso gr. Sexo Via inoculada Dosis ¢. Gmg}gacic’n Iny’:&ién Intdeir;/Salo
50 1.540 H intraven. 2,4y 5 10 6’ 3
51 1.650 M intraven. 2,4y'5 10 6 3
53 2.100 H intraven. 2,4y 5 10 6 3
72 1.150 H intraven. 2,4y 5 10 6 3
74 1.280 H intraven. 2,4y 5 10 6 3
80 1.230 H intraven. 2,4y 5 10 6 3
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CUADRO 11l
A'\rll:)m Peso gr. Sexo Via Inoculada Dosis c. c. Corgentracitn inyeNC(?ién Intdeil;lvsalo
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
A,\T:_)m Peso gr. Sexo Via inoculada Dosis c. c. Cm)e;)tracim inye'\égién Intg:’{;/salo
49 1.300 H intraven. 10 4 10 .4y 5
52 1.450 H intraven. 10 4 10 4y 5
58 1.780 M intraven. 10 4 10 4y 5
75 1.870 H intraven. 10 4 10 4y 5
78 1.300 M intraven. 10 4 10 4y 5
76 1.280 H intraven. 10 4 10 4y 5

Las fechas de inoculacion y de sangria 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. Ccon. Con. Con. Con. Con. Con.
No. 45 No. 48 No. 54 No. 55 No. 70 No. 73
! 14—1n 14—1 14—1 14—1 14—1 14—1n
2 19—1 19—1 19—1 19—1 19—1 19—1
3 24—1 24—11 24— 11 24—1 24—1 24— 11
4 1— 11l 1— 1l 1— 1l 1—1n 1— 1l 1— 1
2 6— Il 6— Il 6— Il 6— Il 0 6— Il
c 11— 111 11—111 11— 111 11—11 11— 11
Sangria. 18— 111 18— 111 18— 111 18— 111 18— 111
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CUADRO VI
Inoc. No Ncoc.) "o No. &1 Nco(.msa Nco?niz o Ne. 50
| 15—1 -1 15—1 15—1 15—1 15—11
7 17— 17—1 17—1 17—1 17—1n 17—1
B 19—1 19—1n 19—1 19—1 19—11 19—1
A e, 22—1 ) 22—1 22— 11 22—11 22—11
[ TR 24—1 24—1 24—11 24—11 24—1
B e 26—11 26— 1 - 26—11 26— 11 26—1
Sangria..... @D) 7—1 77— 77— 7—1ll

(:) El conejo N? 70 muri6 el 6 de marzo a consecuencia de shock.
(:) El conejo N2 51 amaneci6 muerto el 21 de febrero, siendo la causa de la

muerte la coccidiosis.
(:::) El conejo N¥ 50 amaneci6 muerto el 4 de marzo, siendo la causa de la muerte

la coccidiosis.

CUADRO VII

Inoc. No. Ncoénzie Nco‘.)nzﬁ NC;Dée o5 no s N(ifnig
TR 14—1 14—1 14—1 14—1 14—11 14—11

2 e 15— 11 15—1 15— 11 15—1 15—1 15—H
3 e 16—1n 16— 1 16— 16— 11 16— 1 16—H

Y R 17—1 17— 1 17—1 17—1n 17— 1 17—H
L 18—11 18— 11 18— 11 18—1 18—1 18—H
B eeoeeeeeeeeneer e 19— 11 19— 11 19—1n 19—1 19— 11 19—1
A 20— 20— 11 20— 11 20— 11 20— 11 20—U
8 e 21—1 21— 1 21—1 21— 1 21—1 21—H
< 22—1 220—1 22—1 22—11 221 . 22—H
10 oo 23— 11 23—1 23—1 23—11 23—1n 23—H
LI 24—1 24—11 24—1 24—11 24— 11 24—1
1 2 25— 11 25— 11 25— 11 25—1 25— 11 25-H
I 26— 11 26— 11 26— 11 26— 1 26— 11 26—1
A R 27— 1 27— 11 27—1 27— 11 o) 27—H
L5 e 28— 1 28—11 -28—1 28— 11 28—H
16 oo 1—1 1— 1 1—11 1—11 1—11
[ A 2—1 2—111 2—111 2—11 2—1I
18 oo, 3—11 3—111 3—11I 3—11 3—1
I T 4—1 4—11 4—111 4—111 4—111
3 QR 5—111 5—1II ®) 5— 1 5—1Il
P25 6— 111 6— 111 6— 111 6—1Il
22 s 7—11 7— 1l ) —1n
23 e 8— Il 8—11 8—1

Sangria.... 15— 111 15—111
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CUADRO VIl
Inoc. No. no i No. 5 No. 58 N 75 No. 76 No. 78
1. 14—1 14—1 14—1 14—11 14—1 14—1
2 17—1n 17—1 17—1 17—1 17—11
3 s 21—1 21—11 21—1n 21—11 21—11
4 s 24—11 24—11 24— 11 24— 11 24—11
5 28— 1 28—11 28— 1 28— 11 28— 11
[ T 3— 111 3— Il 3— 1l 3—11I 3— 11l
T 7— 111 7— 7— 111 — 1 T— 111
8 .. ... .. 10— 111 10— 111 10— 111 10— 11 10— 11
9 e 14— 111 14—111 14—11 14— 111 14—111
10 i 17 1 17— 111 17— 11 17— 111 17— 1
Sangria 24— 111 24— 111 24—111 24— 111 24— 111

(:) El conejo N9 59 amanecié muerto el 27 de febrero, siendo la causa de ia muer-

te la coccidiosis.

(:x) El conejo N° 56 muri6 el 5 de marzo por parasitismo.
('m) El conejo N? 71 muri6é el 6 de marzo por parasitismo.
El conejo N? 79 murié el nueve de marzo por parasitismo.
El conejo N? 78 amaneci6 muerto el dia 16 de febrero siendo la causa de la

muerte, la coccidiosis.

Los conejos fueron sangrados asép-
ticamente por puncién cardiaca y la
sangre recolectada en tubos de centri-
fuc. t estériles. De media a una hora
después de la sangria el coagulo era
desprendido de la pared del tubo me-
diante una varilla de madera estéril y
ei tubo colocada en la nevera duran-
te una hora, para aumentar la contrac-
cion del codgulo. 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® sometia nuevamente a centrifuga-
cion cuando tenia glébulos en suspen-
sion. Una vez obtenido el suero en es-
ta forma, era inactivado a 56? C. du-
rante media hora para destruir el com-
P emento, después de lo cual se e
afiadia una cantidad de una solucién
®fenol al 5%, de modo que éste que-

dara a una concentracion final de
0.5%.

No se realizaron sangrias prelimina-
res, puesto que se trataba de observar
los titulos obtenidos con el numero de
inoculaciones recomendado en cada
método, sin exceder las dosis de hi-
perinmunizacion.

Una vez obtenidas todas las Hemo-
lisinas, se procedié a su titulacién pre-
liminar.

b) Prueba preliminar.

Para estas titulaciones solo se em-
plearon dos series de diluciones: 1
200, 1. 400, etc., hasta 1. 12.800 y la
otra serie 1: 300, 1: 600, etc.,, hasta 1:
19.200. Los resultados obtenidos pue-
den observarse en los cuadros IX, X,
X1y XILI.
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Al observar ios cuadros anteriores,
encontramos que los titulos 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 Hemolisinas obtenidas en
el tercer grupo:

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

Para las Hemolisinas 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.

¢) Concentracion.

Basados en los resultados descritos
en el segundo capitulo de este traba-
)° Y en las observaciones alli anota-
das, se procedi6 a la concentracion de
las Hemolisinas con el fin de observar
a Ovacion de su titulo. El procedi-
miento desarrollado fue el siguiente:

Las Hemolisinas fueron distribuidas
en tubos Pyrex de 100 mm. por 14 mm.
er cantidades aproximadas de 8 c. c.
Y colocados en la nevera (19 a 3? C)

durante dos horas, después de lo cual
eran pasados al congelador de — 159
a —209 C. durante un tiempo aproxi-
mado de 17 horas (durante la noche).
Al dia siguiente se sacaban del con-
gelador y se dejaban al medio am-
biente (129 a 169 C.) durante aproxi-
madamente 5 horas, mientras se des-
congelaban, y luégo, evitando en lo
posible la mas minima agitaciéon, se
repetia el proceso por ocho veces con-
secutivas.

Los detalles del procedimiento em-
pleado, duracién, temperatura, etc.,
pueden observarse en el cuadro XIII.

Una vez lograda la separacién de la
porciéon acuosa clara y la porcién os-
cura albuminosa, se procedié por me-
dio de la aspiracion con una pera de
caucho adaptada a una pipeta (esté-
ril), a separar la porcion sobrenadan-
te que fue envasada en otros tubos.

Tanto el sedimento como el sobre-
nadante fueron conservados en neve-
ra hasta el momento de la titulacién.

En todos los casos, de cada una de
las Hemolisinas se conservd, sin  so-
meter a concentracién, una cierta can-
tidad para ser retitulada posterior-
mente, en prueba simultanea con el
sedimento y el sobrenadante corres-
pondiente.

En el cuadro XIV puede observarse
la cantidad total de Hemolisina distri-
buida en cada tubo, y el volumen de
sedimento y de sobrenadante obteni-
dos después de la concentracion, con
el porcentaje de sedimento obtenido
de cada Hemolisina.

Una vez obtenidos los sedimentos y
sobrenadantes de todas las Hemolisi-
nas, se procedi6 a su titulacién, reali-
zando cada vez una prueba en la cual
era valorada, en idénticas condicio-



634

Entrada
No.

0 N o oW N -

Hemol. Tubo

No.

45
45
48
48
54
54
54
54
55
55
55,
73
73
53
53
72
72
72
74
74
80
80
80
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Fecha

19—1v
20— 1V
21—V
22—1V
25— 1V
26—1V
271—1V
28—1V

No total c. c.
1 8.5
2 8

1 8

2 8

1 8
2 8

3 8

4 8

1 8

2 8

3 8.5
1 8.5
2 5.5
1 8.5
2 8.5
1 8

2 8

3 7.5
1 6.5
2 9.5
1 7.5
2 8

3 8

C.
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CUADRO Xl

Congel.
(hora) p. m.

A DB OO

CUADRO

Porcentoje

30.43

25

31.25

26.47

20.85

23.52

23.33

25.42

30.10

Temp.

—10?c.
— 57?C.
—15? C.
— 107 C.
—10? C.
—15? C.
— 107 C.
—15? C.

XV

Hemol Tubo

No. No.

46
46
46
46
47
47
47
49
49
49
49
52
52
52
58
58
58
75
75
76

BN s WM b W RN PR BN R WN B &~ wN =

Salid
No.

o N oo WN -

Cartickd
total c. c.
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20—1VvV
21—1IvV
22—1V
25—1V
26—1V
27—1V
28—1V
29—1V

Sedimento Sobrenad

c. C.

R GG IR IR I I S B e

N W w DN NNDMRNDNNNMRNDMRODDNDNDNDRDDODNDNDDN

ol
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C.

Temp.

—18? C.
—20? C.
—20? C.
~8o® o
—20? C.
—20? C.
—20? C.
—20? C.

Porcentaje

32.26

31.25

28.26

31.25

25.92

37.50

29.41
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nes, la Hemolisina sin concentrar, el
sedimento y el sobrenadante. Para es-
tas titulaciones se emplearon las cua-
tro series de diluciones a que se hizo
referencia en el capitulo tercero de es-
te trabajo, diluyendo la Hemolisina
hasta encontrar el punto final. Los re-
sultados obtenidos de estas titulacio-
nes aparecen en los cuadros XV, XVI,
XVIlI 'y XVIII.

En la grafica del cuadro XIX apare-
cen los tres valores obtenidos en la ti-
tulacion de cada una de las Hemolisi-
nas.

En el cuadro XX pueden observarse
graficamente las diferencias entre los
resultados obtenidos con las Hemolisi-
nas concentradas y el titulo que a ca-
da una corresponderia de acuerdo con
el porcentaje de sedimento obtenido
de ellas y su titulo antes de la con-
centracion. (Ver cuadro XX).

Al estudiar' el cuadro anterior pue-
de observarse que exceptuando los
casos de las Hemolisinas nimeros 45,
48 y 72, cuya explicacién es aun des-
conocida, ambos resultados coinciden
entre si, presentandose diierencias
Que pueden explicarse por la indole
de la prueba, la mayor o menor per-
feccion en la separacion del sedimen-
to y del sobrenadante, etc.

Resumen

Se ha llevado a cabo un trabé-
lo sobre comparacion de métodos pa-
ra la produccién de Hemolisinas, con

fin de determinar cudl de ellos ofre-
ce ”~ras garantias en la practica.

~e describe una técnica para la
titulacion de estas Hemolisinas.

Se describe una técnica para
concentrar Hemolisinas empleando

VETERINARIA Y DE ZOOTECNIA 691

congelaciones y descongelaciones su-
cesivas.

Conclusiones

1°—De los cuatro procedimientos
empleados en la producciéon de He-
molisinas en este trabajo comparativo,
ninguno muestra en forma marcada
ser mas ventajoso que los demas,
aunque con el método de la aplica-
cion de seis inyecciones de glébulos
rojos lavados en suspensién al 10%
con intervalos de tres a cuatro dias,
inoculando en la primera inyeccién
2 c. c, en la segunda 4 c. c. y-en las
cuatro restantes 5 c. c., todas por via
endovenosa, se obtienen resultados
algo superiores.

2?—Mediante la técnica de congela-
ciones y descongelaciones descrita, se
puede concentrar Hemolisinas con
buenos resultados.

3°—El titulo de la Hemolisina con-
centrada por este procedimiento (sedi-
mento), es alrededor de cuatro veces
el titulo de la Hemolisina total antes
de la concentracién.
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