
720 ~' 7/ 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 

DE MEXICO 

FACUL TAO DE QUIMICA 

RESPUESTA INMUNE HUMORAL EN LA INFECCION 
EXPERIMENTAL POR Nocardia brasiliensis 

'Tesis presentada por Q. F. B. 
María de la Riva Pinal 
para obtener el grado de 

Maestro en Ciencias Químicas. 
(Análisis Clínicos). 

MEXICO, D. F. 

1 9 7 7 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



O U 1 i•I C A 
O. E. r' tii • 



AGRADECIMIENTOS 

Agradezco infinitamente a la 

M. en C. B. Hagdalena Fresan 

su direcci6n y ayuda para la 

reali zaci6n de este trabajo , 

asf como las valiosas indica 

ciones del Dr . Librado Ortiz 

Orti z . 



I N D I C E 

Lista de tablas y figuras--- a 

Introducción --------------- 6 

Material y M~todos---------- 30 

Resultados------------------ 41 

Discusión------------------- 43 

Bibliograffa---- --------- --- 4 7 



Lista de tablas y figurasº 

Tablas 

I Determinación de anticuerpos precipitantes: 

mé todo de la doble difusión en gel (Ouchter 

lony), en el suero de animales normales e -

infectados con Nocardia brasiliensis a dife 

r ent e s intervalo s después de la infección, 

con este microorganismo º 

II Determinación de aglutininas a nti-Nocardia 

br asiliensis en e l suero de animales norma

les e infectarlns ~nn Hocardia bras~liensis 

a diferentes intervalos despué s de la in1c~ 

ción, con este microorganismo . 

HemaglutinaciÓn pasiva º 

Figura 

I Cinética de la respuesta inmune mediada por 

células determinada por el Índice de resis

tencia a .1:.• monocytogenes en animales i nfe_s 

tactos con N. brasiliensis a diferentes in

tervalos después de la infección. 

II Cinética de la resp ue sta inmune humoral co~ 

tra Nocardia brasiliensis en suero contra -
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animales infectados con ese microorganismo 

a intervalos después de la infecciónª 

III Determinación de anticuerpos anti-Nocardia 

brasiliensis el método de la doble difu-

s i ón e n ag a r (Ouchterl ony) u sando u n antí~ 

geno con una c once ntración de 830 mg de -

proteína por ml o 
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Introducción 

Las especies Nocardia, son habitantes fre

cuentes del suelo; siendo dos de ellas principal. 

mente las que producen enfermedades en el hombre 

y animalesº Entre sus caracter1sticas más rele

vantes destaca la de ser parcialmente ácido aleo 

hol resistentes, diferenciándose del género Myc...2, 

bacterium porque éste Último no presenta micelio 

o es muy rudimentario mientras que Nocardia pre-

senta filamentos muy bien desarrollados. 

El nombre de género 'iÍocardia, fue propuesto 

en 1889 por Trevisan para denominar a los actino

micetos aerobios obtenidos a partir de individuos 

o animales con nocardiosis, en honor a Nocard, -

quien aisló el microorganismo causante de farci

nosis, agente similar al obtenido en enfermos de 

pseudotuberculosis (2)º En vista de que estos mi

croorganismos poseen características semejantes a 

las de las bacterias y a las de los hongos han si 

do colocados dentro del orden Actinomicetales(3) 

Entre las especies capaces de producir enfeE_ 

medad en el hombre se encuentran: Nocardia aste-

roides y Nocardia brasiliensiso Nocardia asteroi

des produce la nocardiosis pulmonar que es adqui

rida por inhalación del germen el cual se introd,!! 

ce a los pulmones produciendo un cuadro cl1nico -

parecido al de la tuberculosisº Nocardia brasilien 

~ es el agente causal del micetoma, una micosis 
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profunda cuyo diagnóstico es relativamente simple 

en donde el cuadro clínico incluye aparición de 

tumores, fístulas y granos que al observase al mi 

croscopio revelan formas ácido-alcohol resisten

tes. La penetración del microorganismo al huésped 

se efectúa a través de heridas o excoriaciones en 

la piel (1). 

Desde el punto de vista histológico, el mice 

toma actinomicÓsico es un granuloma inflamatorio 

crónico; este granuloma contiene gran:::>s que se -

les ha llamado actinomicosicos constituidos por 

filamentos miceliales. 

Se ha observado que un gran número de perso

nas infectadas no llegan a presentar una enferme

dad clínicamente aparente y dicha infección únic,!! 

mente podría ser puesta de manifiesto por la de

mostración de hipersensibilidad retardada a antí

genos de Nocardia, que como ya se sabe es una de 

las manifestaciones de la inmunidad mediante célu 
~ 

las (4)º Sin embargo aún no se sabe el papel que 

desempeñan los dos tipos de respuesta inmune 

en la resistencia a la enfermedad o en la patoge

nia de la misma, puesto que cuando se tiene el mi 

cetoma, rara vez se presenta la remisión y aunque 

se puede encontrar títulos altos de anticuerpos y 

además demostrar su existencia de inmunidad celu

lar, por lo general el proceso infeccioso conclu

ye con la amputación del miembro afectado (5). 

7 



Antecedentesº 

La presencia de hipersensibilidad de tipo 

tardío a antígenos de Nocardia fue demostrada 

desde principios de e ste sigloº En 1928 Area 

Leao obtuvo una prueba cutánea positiva de un p~ 

ciente con micetoma usando como antígeno un fil -

trado de un cultivo clasificado como Actinomyces 

bovis,(6)º Sin embargo , Almeida y Lacaz e n 1941, 

(7) obtuvieron intradermorreacciones negativas en 

pacientes con micetoma producido por Nocardia bra 

siliensis, usando como antígeno, filtrados de cul 

tivos de dicho actinomiceto. En 1948 Glover con 

un extracto libre de lÍpidos obtenido de un culti 

vo de~º asteroides, obtuvo un resultado positivo 

cuando lo probó en un paciente con micetoma(B)o 

Se observó en muchos casos una reacción cru

zada en pacientes tuberculosos (9), y además , peE 

sanas infec tadas por Nocardia presentaban una ma

yor susceptibilidad a un gran número de inf eccio

nes en comparación con individuos sanos; esta Úl

tima afirmación ha hecho pensar que este microor

ganismo afecta el sistema inmunológicoº 

Experimentalmente estudiando la respuesta hu 

moral en ratones, se ha visto que la infección en 

estos animales sigue un curso semejante al que si 

gue en el hombre. 

Respuesta Inmuneº 

El origen del concepto de inmunidad es muy -
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remoto y se aplicó inicialmente a los individuos. 

que se hallaban exentos de alguna obligación, (un 

servicio militar o alguna enfermedad). Tiempo -

después se usó para referirse al estado de resis

tencia que presenta un organismo a ciertas enfer

medadesº 

Actualmente se considera la respuesta inmune 

como mecanismo de discriminación entre componen

tes propios y extraños del huésped en donde al r~ 

co nocimiento de componentes propios se traducirá 

a un estado de tolerancia mientras que frente a -

los componentes extraños se producirá una respueE_ 

ta humoral o celular, que puede conducir a: 

a) La neutralización y eliminación de los 

mismos con o sin daño para los tejidos del hués

pedº 

b) Homeostasis; eliminación <le sustancia~ 

gastadas o células inserviblesº 

c) Sobrevigilancia; control del desarrollo -

de célul~& anormales mutantes eliminando cé-

1 ul as genéticamente diferentes a las del 

huéspedº 

El sistema inmune está formado por varios Ór 

ganas y tipos celulares; bazo,hÍgado , médul a Ósea, 

nódulos y ganglios linfáticos en los mamÍferos oE n 

las aves existe además un Órgano linfoide que es 

la Bolsa de Fabricio responsable de la respuesta 

humoral. 

La respuesta inmune ya sea humoral o celular 
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se caracteriza: 

1) Por su especificidadº 

2) Por ser transferible, por medio de sueros 

hiperinmunes o células sensibilizadas . 

3) Por poseer memoriaº 

Al introducir un inmunógeno a un organismo -

por primera vez se inician una serie de procesos 

metabólicos celulares los cuale s se relacionan -

con la captación, procesamiento y modificación -

del antígeno o agente extraño, con la transf eren

cia de la información entre células encargadas de 

dar la respuesta as í como la proliferación y dif~ 

renciación de las células efectoras, así se indu

ce en el organismo una respu e sta primaria que de 

pendiendo de la naturaleza del antígeno ser~ me-

diado por anticuerpo s, células sensibilizadas o 

ambosº 

Los anticuerpos no s on formados de inmer1:i a b_,_v 

Se observa un período de latencia en el cua l el -

inmunógeno es identificado como extraño y donde 

es reconocido por las células que participan en 

la respuesta inmune. Posteriormente se inicia -

la aparición de los anticuerpos. 

En el hombre los anticuerpos corresponden a 

cinco variedades principales de proteínas (inmun;?_ 

globinas) que se pueden distinguir una de otras 

por su tamaño, su función o su movilidad electro

forética. Se designan como Ig G", Ig A, Ig M, - -

Ig D, Ig E. 
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Las Ig G son las más abundantes de todas las 

inmunoglobinas, su concentración es alta, tanto -

fuera como dentro de los vasos; su vida media es 

relativamente larga (veintitrés dÍas), pueden a

travesar placenta y fijar complemento, se atribu

yen a éstas la mayor parte de las funciones inm~ 

nolÓgica& contra agentes infecciosos que presen~ 

tan fase hemática incluyendo bacterias, virus, p~ 

rásitos y hongos. 

La inmunoglobulina A ocupa el segundo lugar 

desde el punto de vista cuantitativo; su función 

principal corresponde al sistema secretor externo 

y es producida por el tejido linfoide que reviste 

tubo digestivo, y las vías respiratorias y genit~ 

urinarias. En estas secreciones in inmunoglobuli 

na A está combinada con una proteína llamada com

ponen te secretor que se encarga de proteger a la 

molécula contra enzimas proteolÍticas, que pueden 

estar en esa zona. Estas inrnunoglobulinas no fi

jan complemento. 

La inmunoglobulina de tipo M es la de mayor 

tamaño, por lo que casi no pueden salir del espa

cio intravascular; se caracteriza por ser muy ac

tiva respecto a la aglutinación de partículas ª.!! 

tigénicas como bacterias y glóbulos rojos. Fija 

muy eficazmente el complemento (5). 

A la inrnunoglobulina D no se le asigna aún 

un papel biológico especial, pero se ha visto que 

aumenta su concentración en el suero sanguíneo en 
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mujeres embarazadas, principalmente en los ultimes 
meses (10) 

Respecto a la inmunoglobulina de Tipo E, sólo 

se encuentran huellas en el suero, son anticuerpos 

de tipo reagÍnico, pueden fi jarse a la piel humana 

(anticuerpos homocitrÓpicos) iniciando reacciones 

alérgicas. Como la inmunoglobulina A y la E son -

producidas principalmente por mucosa de vías respi 

ratorias y tubo digestivo , forman parte del siste

ma secretor externo de anticuerpos. En individuos 

con transtornos inmunológicos que presentan una -

sensibilidad poco común a las infecciones se ha ob 

servado una deficiencia simultánea de estas dos in 
munoglobulinas . 

Estructura de las inmunoglobulinas 

La clasificación de estas inmunoglobulinas es 
tá basada en particularidades antigénica s y estruc 

turales. Las moléculas de inmunoglobulinas G están 

formadas por 2 pares de cadenas polipep tÍdicas uni 

das entre sí por enlaces disulfuro; dos de esas ca 

denas son pequeñas y tienen un peso molecular de 

22,000 y se i1aman cadenas ligeras, las otras dos 

presenta n un peso molecul ar de 55 ,000 y c onstitu

yen las cadena s p esadas . Ca da molécula de inmuno 

globulina po see dos cadenas pesadas idénticas y 

dos cadenas ligeras idénticas también (II). 

La cadena pe s a da es responsable de las dife

rencias antigénicas que se observan de una clase 

a otra , así como también residen en ellas las di 

rerentes actíviaades biológicas que presentan las 
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distintas clasesº Hay dos tipos diferentes de ca

denas ligeras denominadas kappa y, lambdaº En ca 

da una de las cinco clases de inmunoglobulinas, 

pueden encontrarse ambos tipos de cadenas ligera& 

teniendo por lo tanto diez posibles combinaciones 

de cadenas ligeras y pesadasº 

Esta estructura básica de cuatro cadenas se -

repite en las inmunoglobulinas de mayor pesoº Las 

inmunoglobulinas Ho son pentámeros, y cada uno de 

los cinco elementos que forman el pentámero está -

unido a los demás por enlaces disulfuroo 

La inmunogl obulina A y en ocasiones la G for

man polímeros en el suero por efecto de enlaces -

covulentes en donde dos monómeros de globulina A 

se ~ncuentran unidos por el componente secretor 

por enlaces covalentesº 

Las inmunoglobulinas que aparecen más tempra

no, tanto en la evolución filogenética como en la 

e sca la ontogenética y en la respuesta humoral son 

de tipo Ig M (1 9 S); posteriormente se detectan an 

ticuerpos de tipo Ig G (7 S)º 

Los anticuerpos formados por células plasmát~ 

cas, las cuales se originan de los llamados linfo

citos B o derivados de médula Óseaº En la respue~ 

ta inmune primaria los linfocitos T (derivados del 

timo) y los linfocitos B, son capaces de reconocer 

al antígeno y ocasionando como resultado final, la 

diferenciación de estos Últimos, dando origen a cé 

lulas formadoras de anticuerpos; parte de dichas -
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células persiste en el organismo como células de 

memoriaº Así en el segundo contacto con ese antí 

geno, estas células responden más rápidamente 

y por lo tanto la fase de latencia disminuye al 

canzándose los niveles máximos de anticuerpos en 

menos tiempo; además el título de los mismos au-

menta en comparaci6n con la respuesta primaria, -

(respuesta secundaria o anamnésica (5)º 

Pero si el organismo llega a tener un segun

do contacto con ese antígeno, el título de anti-

cuerpos disminuye en tal forma que no es posible 

detectar la presencia de los mismos, sin embargc 

las células de memoria pueden sobrevivir por mu

cho s añoso 

La respuesta puede ser de dos clases: Una m~ 

diada por factores séricos (inmunog lobulinas) y 6 

la otra mediada por célulasº 

Para identificar los Órganos y estirpes ce-

1 ulares involucrados en la respuesta inmune, fue

ron necesarios un sinnúmero de observaciones y ex 

perimentosº 

En 19 51 se encontró un paciente que sufría -

agamaglobulinemia el cual tenía cuadros de infec

ciones recurrentes; al morir se encontró que te-

nía un tinoma, por lo que empezaron a realizar ex 

perimentos con diferentes animales de laboratorio 

los cuales fueron timectomizados sin encontrar re 

lación alguna con la respuesta immune (12)º 

Glick y colaboradores en 1956 (13) quitaron 
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la bolsa de Fabricio a pollos recién- nacidos,1as 

inyectaron lisados de Salmonella typhi y observa

ron que esas aves bursetomizadas no presentaban -

capacidad paral la formación de anticuerposo Otro s 

investigadores observaron que la bursectomía no -

afectaba las reacciones de rechazo y que los ani-

ales así tratados no desarrollaban tumores y sí 

respondían a PPD (Derivado Proteínico purificado

de Mycobacterium tuberculosisº 

Warner en 1962(14) Mueller y colaboradores -

en 1960 (15), confirmaron estos resultados en es 

tudios de inhibición hormonal del desarrollo de -

la bolsa de Fabricioo 

Al ver que la bur&ectomía hecha en el perío

do neonatal, tenía t al efecto, se pensó en practi 

car la timectomía en esta f ase del desarrollo y 

observar resultadosº 

Aspinall y colaboradores en 1963 (16), obseE. 

varon que el rechazo de injertos en los pollos 

era retardado cuando e stos eran timectomizados en 

etapa neonatalº 

En 1966 Cooper y colaboradores hicieron exp~ 

rimentos con animales de laboratorio a los cuales 

timectomizaron en estado neonatal y encontraron -

que en ellos el título de anticuerpos era bajo, -

que había una frecuencia elevada de tumores y que 

no rechazaban injertos ni respondían a PPD, ade

más demostraron la influencia de la Bolsa de Fa-

bricio en la respuesta inmune hornomal mediada 
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por anticuerpos (17)º 

Posteriormente Good y colaboradores (19-20) 

describieron en humanos cuadros clínicos en don-

de estaba ausente la inmunidad humoral o la inmu

nidad celular; encontraron casos de agamaglobuli

nemia congénita recesiva ligado al sexo (tipo Br~ 

ttow), en la cual no hay respuesta de tipo humo

ral y l a inmunidad celular no presenta alteracio

nesº En pacientes con el sín drome de Di George -

( aplasi a congénita de timo), encontraron que la -

inmunidad celular es taba aus e nte mientras que la 

producción de anticuerpos se presenta ligeramente 

disminuí da o 

Waksman y colaboradores en 1962 (21) observa 

ron en ratones timectomizados que sólo c~rtas 

áreas de tejidos linfoides carecían de linfocitos 

estos sitios correspondían a las áreas de timo de 

pendientes; mientras qu e otra s áreas contenían fo 

lÍculos, centros germinativos y células plasmáti

cas no estaban afectadasº Estos estudios f ueron -

confirmados por Parrot y colaboradores (22) en 

1966 y apoyaban los primeramente descritos por 

Coopero 

Ya definida la participación del timo y la -
Bolsa de Fabricio en la respuesta inmune (en 

, 
mami 

feros se cree que el equivalente de este 
, 
organo -

puede ser el apéndice ileocecal, las placas de Pe 

yer, las a mígdalas), quedaba por investigar cua~ 

les eran los tipos celulares encargados de la res 
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puesta inmuneº 

Claman y colaboradores en 1966 (23) usaron -
¿ 
ratones irradiados letalmente los cuales fueron -

reconstituidos c on linfocitos derivados de timo y 

médula Óseaº Estos animales inoculados con antf-

geno, fueron capaces de dar una respuesta humoral 

normal; sin embargo, esta respuesta no se observó 

en ratones que también habían sido irradiados de 

la misma manera, pero que sólo habían sido recons 

tituidos con un solo tipo de células. 

Davies y colaboradores en 1967 ( 24 ) y Mit-

chel y Miller en 1968 (25) demostraron en sus im

portantes experimentos que los anticuerpos eran -

producidos por las células derivadas de médula -

Ósea en el ratón (equivalente a la Bolsa de Fabri 

cio en las aves), pero que era necesari a l a parti 

cipación de los linf ocitos derivados del timo pa

ra la síntesis de dichos anticuerpos. 

L~ colaboración de los linfocitos del timo T 

y Ios derivaaos de médula Ósea (B) se c onoce como 

cooperación celularº Con ciertos antígenos n o es 

necesaria esta cooperación ya que en alguno s ani

males timectomizados dan una respuesta inmune hu

moral normalo Eso s antígenos fueron estudiados -

por Anderson y Blomgren en 1971 (27) quienes tra

bajaron con el lipopolisacárido de I• ~; por 

Feldmann y Basten en 1971 (28), quienes estudia-

ron las respuestas a flagelina polimerizada y por 

Howard y colaboradores en 1972 (26) usando el po-
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lisacárido de n e umococoº A e~~os antígenos que -

no requieren la presencia del timo para inducir 

la respuesta inmune se les llamó timo independiert 

te, y a los antígenos que necesitan la presencia 

del timo para desencadenar la respuesta inmune se 

les llama antígenos timo dependientesº 

Nossal y Ada en 1971 (28) Schwartz y colabo

radores en 1970 (30) y Unanue en 1968 (31 ) obser

varon que además de los linfocitos era necesaria 

la presencia de los macrÓf agos para dar respues

ta inmuneº Storb y Wieser (32) en 1968, demostra 

ron que estas células no sintetizaban anticuerposº 

Fishman y Adler (33), en 1965 empezaron a in 

vestig 3r cómo intervenían los macrÓfagos en la 

respuesta inmuneº A los macrÓfagos expuestos pr~ 

viamente ctl antígeno los sometieron a ultrasonica 

ción rompiendo de esta manera las células y obte

niendo diferentes fracciones de ella, inocularon 

animales inmunolÓgicarnente vírgenes al antígeno,

dernostraron que Únicamente una fracción que conte

nía ácido ribonucléico (ARN) era capaz de produ

cir respu2sta inmuneº 

Askonas y Rhodes en 1965 (34) repitieron el 

experimento encontrando que el ácido ribonucleico 

(ARN) del macrÓfago que activaba a los linfocitos 

p ara la síntesis de anticuerpos c onservaba unidos 

pequeños fragmentos del antígeno en su forma natu 

ral, por lo que llamaron super antígeno al compl~ 

jo antÍgeno-RNAo 
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Carrel e Igebrist s en en 1912 (3 5 ), trata ron· 

d 2 obtener anticuerpos "in vi tro", pero fracasa·- -

r on ; así también Ludcke (37). Estudios posterio

res que permitieron el mantemiento de Órganos y -

células en cultivo usando medios adecuados permi 

ten que la inmunología avance en esta área, parti 

cularrnente porque se pudieron identificar y sep~ 

rar diferentes tipos celulares, (macrÓfagos, lin~ 

focitos T, linfocitos B) y que permitió además u

sar fragmentos de Órganos en el estudio de la sín 

tesis de anticuerpos"in vitro". Stevens y .Macke

na en 1958 (36), Fishman en 1961 (38), Mishell y 

Dutton en 1967 (39) y Moisier en 1967 (40)encon-

traron que en cultivos celulares los anticuerpos 

aparecían el segundo dÍa después del contacto con 

el antígeno, alcanzaban título máximo a los cua-

tro a cinco días y disminuían posteriormente. 

Jerne y Nordin en 1963 (42,43) desarrollaron 

un método que permitió medir la respuesta inmune

hormonal a través de la determinación de células 

formadoras de anticuerposº 

Determinación de anticuerpos 

La respuesta inmune humoral a un inmunógeno 

tiene como resultado la aparición de anticuerpos 

circulantes que pertenecen a una o varias de las 

cinco clases de inmunoglobulinasD 

El tipo de ensayo que se utiliza para identi 

ficar los anticuerpos depende menos del anticuer-
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po producido que de la variedad física y quími

ca del antígeno problemaº Los antígenos solubles 

al combinarse "in vitro" con su anticuerpo especí 

fico dan lugar a una precipitación; donde los -

complejos antígeno-anticuerpo forman finas masas 

insolublesº Los mismos antígenos, unidos en for

ma natural o artificial a partículas tales como -

bacterias, glóbulos rojos , latex o bentonita, -

dan lugar a acúmulos burdos; en este caso se ha-

bla de aglutinaciónº 

Hasta c ierto punto , la precipitación y la a

glutinación pueden considerarse manifestaciones -

de la mi sma interacción antígeno-anticuerpo; la 

principal diferencia es la forma física del antí

geno de pruebaº En ambos casos, tiene lugar una 

unión química reversible en dos etapasº En la -

primera etapa, los anticuerpos del suero inmune -

reaccionan con los determinantes antigénicos esp~ 

cÍficos de la molécula del antígeno. Dicha combi 

nación depende de varios factores como pH, fuerza 

iÓni ca, y temperaturaº La unión antígeno anti- -

cuerpo se mantiene por virtud de fuerzas electro 

tá ti cas, tales como las de Van der Waals , Coulom

bicos o puentes de hidrógenoº Cuando esta reac-

ción llega al equilibrio, empieza la segunda eta

pa o formación de un enrejadoº 

Al igual que la primera, la segunda etapa de 

la reacción es específica; así los dos sitios de 

recepción del antígeno sobre las moléculas diva-
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lentes de anticuerpo son igualesº Un anticuerpo 

de una especificidad dada sólo puede combinarse -

con el an tígeno correspondienteº 

Durante la precipitación , el antígeno es una 

mol écula solubleº Por lo tanto, debe formarse una 

red bastante grande antes de que pueda verse el 

agregadoº Para elaborar una red de magnitud sufi

ciente para que se precipite se requiere de un -

gran número de moléculas de anticuerposº En cam-

bio, durante la aglutinación, el antígeno forma -

parte de una partícula insoluble grande, como el 

glóbulo rojo o una bacteria, y en ella se r equie

re de un número reducido de moléculas para una a

gregación visibleº Esto le da a la aglutinación 

una mayor sensibilidad para determinar la presen

cia de anticuerposº 

Si se mezcl a n cantidades crecientes de antí

geno soluble con una cantidad constante de anti-

cuerpos, y se mide cuantitativamente el precipit~ 

do resultante, se observa una relación dosis-res

puestaº En un principio no se forma precipitado , 

al aumentar la cantidad de antígeno, el precipita 

do se va haciendo mayor , hasta llegar a un máximoº 

Si se añade más antígeno, la cantidad de precipi

tado disminuye hasta finalmente desaparecerº Esta 

curva se puede dividir en tres zonasº En la prim~ 

ra etapa de la reacción , existe un exceso relati

vo de anticuerpos, aparecen así complejos forma-

dos por una molécula de anticuerpo y dos mo-

21 



léculas de antígeno las cuales no tiene n tamaño 

suficientemente grande para precipitarº 

En la zona de equivalencia, las concentracio 

nes de antígeno y .::mticuerpo son Óptimas por lo -

que la precipitación es máxima. Las moléculas -

multivalentes de antígeno están firmemente suje

tas por moléculas divalentes de anticuerpo en una 

red tridimensionala 

En la zona de exceso de antígeno la forma~ 

ción de precipitado es escasa, ya que estas condi 

ciones, el anticuerpo es insuficiente para combi

narse c on un exceso de antígeno formándose compl~ 

jos entre varias moléculas de antígeno y unas -

cuantas de anticuerpo que tampoco son suficiente

mente grandes para precipitarº 

Los ensayos de precipitación para determinar 

la presencia de anticuerpo se realizan también en 

medios de agaro Uno de los métodos más usados es 

el método de Ouchterlony (doble difusión)º Se rea 

liza en gel y se lleva a cabo de la siguiente ma

mera: Se cortan varios pozos en el gel y se ponen 

los antígenos en uno de ellos y anticuerpos en -

los otrosº Se incuban las placas. Los antígenos 

y los anticuerpos difunden desde los pozos y su -

interacción da lugar a líneas de precipitación en 

el agaro 

La reacción de precipitación en agar es una 

técnica analítica muy Útil para la identificación 

de antígenos o anticuerpos. 
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Esta técnica permite com¡::arar directamente -

varios antígenos con un antisuero o viceversa o-

A medida que el antígeno y el anticuerpo di 

f unden y se unen, en la zona de proporción Óptima 

se producirá una banda en el agar entre la dos ca 

vidades. 

Si un antisuero que contiene anticuerpos co~ 

tra diversos antígenos se coloca en el orificio 

central, y la mezcla de antígenos se coloca en -

los orificios circundantes,aparecerán bandas cuyo 

número y características proporcionarán una esti

mación de los diversos sistemas antÍgeno-anticueE 

po del sistema en estudioº 

Si dos pozos de antígeno se colocan simétri

camente respecto a un pozo que contiene a ntisue

r o , es posible reconocer tres variedades fundamen

tales de reacción (figo II)º Difieren f ísicamente 

por la manera en que se unen los dos arco s de pr~ 

cipitado formados por los distintos antígenos. 

Los nombres que se siguen, para clasificar 

los tres tipos de reacción, deben emplearse en 

su sentido serolÓgico, y n o químicoº En una reac 

ción de identidad, los dos arcos de precipi tación 

se confunden, dando un arco Único; esto significa 

que el antisuero no permite distinguir un a ntíge

no de otro. 

En las reacciones de no identidad, las lÍ-

neas se cruzan completamente; sabemos entonces -

que los dos antígenos reaccionan con dos anticuer 
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pos completamente distintosº Tanto el segundo an

tígeno como el segundo anticuerpo atraviesan el 

primer precipitado , producido por el priner sis

tema antígeno-anticuerpoº En las relaciones de -

identidad parcial, en las cuales un antígeno pre

senta una reacción cruzada con el otro, sin ser -

idéntico serolÓgicamente, se observa una zona de 

cruce con espolónº 

Las reacciones de aglutinación pueden verse 

modificadas por ciertas consideraciones fisicoqui 

micas debidas al tamaño de las partículas a su -

carga electros tática, o a la naturaleza inmunoquí 

mica de los anticuerposº 

Durante la aglutinación, la primera etapa de 

la unión inicial antígeno-anticuerpo depende de 

la fuerza iÓnica, el pH y la temperatura . La se

gunda , o sea la formación del agregado exige que 

se venza la repulsión electrostática e ntre las -

~artículas antigénicas. Durante la aglutinación 

de los glóbulos rojos, por e j emplo , cuyos determl 

nantes antigénicos pueden encontrarse en depresi~ 

nes profundas de la superficie celular, los anti

cuerpos se unen firmemente a dichas determinantes 

antigénicas del glóbulo formándose una red cuan

do la valencia libre del anticuerpo se fija a un 

antígeno de una célula vecina. Si las células es 

tán separadas po.r fuerza de repulsión, el extremo 

libre de la molécula de anticuerpo no se acerca -

bastante al antígeno para establecer una unión 
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Reacción de 

Reacción de no identidad . 

Reacción de 

identidad pare ial. 

A=t'..\ntígeno A. 

B=Ant ígeno B·. 

A~Antígeno A; más otros 

determinantes. 

a-A: anti-A. 

a-B=anti-8 . 

a - /i.:. anti-A. 



más firmeº Se puede vencer las fuerzas de repul 

sión mediante métodos físicos que obligan a las 

células a unirse mediante centrifugación o sedi-

mentaciónº (El rechazo s e debe a que los e ritro

citos tienen la misma carga) (44)º 

En la aglutinación encontramos tres formas: 

Aglutinación directaº 

Hemaglutinación directaº 

HemaglutinaciÓn indirecta o pasiva. 

Aglutinación directaº- Unión de un antígeno 

particulado con su anticuerpo con la formación de 

grumosº 

HemaglutinaciÓn directau- El anticu~rpv rea.f. 

ciona directamente contra el antígeno e ritrocíti-

CO o 

Hemaglutinación indirecta o pasiva o- El anti

cuerpo actúa sobre una partícula soluble que ha -

sido unida a glóbulos rojosº Como las pruebas de 

~glutinación son muy sensibles para determinar la 

presencia de anticuerpos, (su sensibilidad es de 

10 a 400 veces mayor que la prueba de precipita-

ciÓn), se utilizan ampliamente como pruebas diag

nósticas. La reacción se lleva a cabo cubriendo 

con una capa de antígeno soluble una partícula i~ 

soluble que puede ser poliestireno, latex bento

ni ta o glóbulo rojo. 

Los antígenos de tipo polisacárido se fijan 

fácilmente a la superficie de glóbulos rojos no 

tratados por ejemplo: los· polisacáridos especÍfi-
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cos de ciertas bacterias se adhieren a los eritro 

citos y se utilizan como antígeno..s de prueba para 

la identificación de anticuerpos, (44). También -

se fijan sustancias protéicas a glóbulos rojos - 

previamente tratados con soluciones de ácido táni 

co. También ciertos antígenos pueden fijarse a 

los glóbulos rojos mediante un enlace quÍmico(45). 

En este trabajo se usaron glóbulos rojos tratados 

con glutaraldehido o 

Objetivo de la Investiqación. 

El presente estudio pretendió elucidar alg~ 

na de las incógnitas surgidas como resultado de -

otros trabajos realizados en el mismo laboratorio 

acerca .de la evolución de la respuesta inmune ce

lular en los animales infectados con N. brasilien 

sis . 

En estos trabajos se habían obtenido resulta

dos valioso s con respecto a varios aspectos de la 

re s puesta inmune en la infección producida por -

N. brasiliensis. Así la respuesta inmune celular 

fue determinada por la intradermorreacción con un 

extracto citoplásmico purificado (4), los resulta 

dos indicaron que frente a los antígenos homólo

gos la reacción fue más especÍf ica que cuando se 

usaron los extractos citoplásmicos heterÓlogos a

poyando el herho de que la prueba cutánea puede -

ser de utilidad en el diagnóstico. Por otro lado 

la migración de macr of agos obtenido s de cobayos -

sensibilizados con alguna de las dos cepas de No-
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cardia usadas, (No brasiliensis y ,!io asteroides)

fue inhibida tanto en presencia del antígeno ho

mólogo como del antígeno heterÓlogo; sin embargo 

la inhibición con el antígeno homolÓgo fue signi

ficativamente mayor (53-55)º 

En otros estudios, ratones infectados con -

Nocardia brasiliensis mostraron que el tumor au

menta r~pidamente de tamaño en los primeros días 

después de la infección, seguido de una reducción 

del mismo que llega al mínimo alrededor del dÍa -

25. La reducción de un micetoma coincide con el . 

máximo de reactividad celular determinada por la 

observación de un aumento en la actividad fagoci

ta y en la capacidad de digestión intracelular de 

los macrofagos de los animales infectados con ~

cardia brasiliensis con respecto a los macrofagos 

de los animales normalesº Esta activación de las 

células obtenidas de los animales infectados es -

posiblemente debida al desarrollo de inmunidad ce 

lular (56)º Posteriormente se observa una disminu· 

ción de la respuesta celularº 

El abatimiento de la reactividad celular de

mostrado por la prueba cutánea o por la prueba de 

activación de macrofagos, puede deberse a varios 

motivos entre ellos una supresión generalizada de 

la respuesta inmune celular. Por otro lado el fe 

nómeno observado puede deberse a una inmunosupre-

sión especÍ f ica como la desensibilización produci 

da por la persistencia del antígeno en los tejí-
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dos del animal infectado; así también la disminu

ci6n de la reactividad celular pueda ser conse--

cuencia de un fenómeno de facilitación inmunolÓgi 

cao 

También se investigó en ratones infectados 

por este mismo microorganismo la respuesta inmu

ne humoral frente a un antígeno no relacionado ,

encontrándose que su respuesta inmune era normalº 

Su comportamiento fue igual que los controles -

por lo que se concluye que la infección de Nocar

dia brasiliensis no afecta la respuesta inmune -

humoral (48)º 

Estos resultados nos hicieron considerar la 

posibilidad de que la respuesta inmune humoral p~ 

diera estar interfiriendo con los mecanismos de 

la respuesta inmuno celularº 

El objetivo de este trabajo era el estudiar 

la cinética de la reacción inmune humoralº Su 

conocimiento puede ser de utilidad en la evalua-

ción de la disminución de la respuesta inmune ce

lular observada en los t rabajos ya mencionadosº 

Con este objeto, la respuesta humoral fue es 

tudiada por los métodos de precipitación en gel y 

la hemaglutinación pasivaº 
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MATERIAL Y METODOS 

Animalesº- Se usaron ratones machos y hem- -

bras de la cepa Carworth Farm (CFI) con un peso -

promedio de ' l8-22g, mantenidos en el bioterio a 

una temperatura de 16°a 20°c en jaulas de plásti

con tapa de acero con una dieta a base de agua y 

Purina (Purina de México, So Ao de Co Vo) Al ha-

cer la distribución en las jaulas se tuvo cuidado 

que en cada una se pusieran ratones del mismo se

xoº Para la obtención de suero anti-Nocardia bra 

siliensis se utilizaron dos conejos de 3o5 a 4 -

kgº de pesoº 

Distribución de ratones. 

Para su distribución los animales se pesaron 

y posteriormente se distribuyeron en diferentes -

grupos, procurando que el peso de los anima les -

estuviera balanceadoº Para ello se hizo la dis-

tribución en orden decreciente o creciente de pe-

so, como lo muestra la siguiente tabla: 

Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV 
Peso Peso Peso Peso 

20 g 19 g 18 g 18 g 
17 g 17 g 17 g 17 g 
17 g 17 g 17 g 17 g 
16 g 16 g 16 g 16 g 

X =l 7o5g X: .,.17º2sg x --11º2sg X=l7.25 go 

Cepas o 

Para la obtención del antígeno y para la in

fección se usó Nocardia brasiliensis HG-24 Cnob.) 
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mantenida por pases sucesivos en medio Proskawer

y Beck, como se ha decrito previamente (55)º 

Medios de cultivo. 

La Nocardia brasiliensis se cultivó en me-

dio de Proskawer y Beck, modificado por Youmans -

y Karl son (46) , cuya fórmula es la siguienteº 

Asparragina 25000 g 

Fosfato monobásico de potasio 25.00 g 

Sulfato de potasio 2o50 g 

Citrato de magnesio 7o50 g 

Glicerol 250,00 ml 

Agua destilada Cobopo 5000000 ml 
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Preparación 

Disolver, por separado , cada una de las sales 

mezclar y agregar al Último el glicerol, ajustar 

el pH a 60 8 con hidróxido de sodio. 

Esterilizar a 110° durante 10 mi nutosº 

Obtención del cultivo. 

La cepa conse rvada en medio de Saburaud-Dex

trosa-Agar, se siembra en medi o sintético de PBY

contenido en tubos de ensayoº Se incuban e stos -

durante 6 - 8 días a 37oc. Posteriormente cada -

tubo sirve como inóculo para un matraz Erlenme -

yer de 1 lto conteniendo 300 ml de PBY estéril; -

se incuban 21 días a 37°C en c on diciones es t a cio-

narias. 

Cosecha. 

Las células fueron s eparadas de l medio de 

cultivo por filtración empleando un embudo de 

Buchner y papel filtro estéril , con ob jeto de eli 

minar las sales del medio de cultivo , la suspen-

sión obtenida se lavó con agua destilada , calenta 
o 

da a 50 C. 

Desengrasado. 

El paquete celular se colocó con una espátu

la en un matraz Erlenmeyer y se agregó una mezcl a 

de acetona-metanol (3:1), se mezcló agitando usan 

do aproximadamente 250 ml de esta mezcla por cada 

20 g de células, se dejan 8 a 10 horas a tempera

tura ambiente, al cabo de l as cuale s s e le cambia 

la mezcla. Este procedimiento se repitió varias-
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veces hasta obtener un sobrenadante transparenteº 

Una vez lavado y desengrasado se secó al vacío y 

se suspendió en una solución amortiguadora de --

tris-hidroximetil aminometano (TRIS) o.o1M, pH7o4 

conteniendo 0.01 M de acetato de magnesio y 2 mi

crogramos por milímetro de desoxirribonucleasao -

Las células en suspensión fueron homogeneizada y 

rotas en una prensa celular. (Sorval Ribi fraccio 

nator, modelo RF-1) a una presión de 15,000 a 

30,000 psi. La masa celular obtenida se dejó du-
o . 

rante la noche a 4 C, posteriormente fue centrifu 

gado por segunda vez a 12,lOOxg por 30 minutos y 

posteriormente a 48,200 xg durante 15 minutos; -

con objeto de eliminar los ribosomas y el DNA que 

está áltamente polimerizado, fue sometido a ultr~ 

centrifugación a 144,000 xg durante 3 horasº El 

sobrenadante obtenido se dializó contra agua des 

tilada y luego se liofilizó y se midió el conteni 

do protéico por el método de Lowry y colaborado -

res (47)º 

Prep aración del suero control positivo anti

Nocardia brasiliensisº 

Para la obtención de este suero se utiliza

ron dos conejos de 3o5 a 4o0 kg de peso. 

Se puso Nocardia brasiliensis, (1 g) viva se 

ca en un vaso de precipitado de 100 ml de plásti

co y se añadió la solución salina, (5 ml) y ady~ 

vante incompleto de Freund(S ml) y se homogeneizó 

hasta tener una mezcla uniforme. 
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Calendario de inmunizacionesº 

La inoculación se hizo 3 veces en el cojine

te plantar, y dos veces más en diferentes partes 

del cuerpo; estas cinco inoculaciones se hicieron 

a intervalos de una semana y con una dosis de 5 

mg de Nocardia brasiliensis cada vez. 

Después de 15 días de la Última inoculación 

se obtuvo una muestra de sangre por punción ~ardí a 

ca. Estos sueros se usaron como controles posi

tivos de antisuero. Los sueros obtenidos se colo 

caron en tubos de rosca y se cong e laronº 

Prep a ración del suero control positivo anti

Nocardia brasiliensis en ratones • 

Para las inmunizaciones de ratones se usó ~l 

mismo antígeno. La inoculación se hizo tres veces 

e n el cojinete plantar variándose ~ste, y estas -

tres inoculaciones se hicieron a intervalos de -

una semana con dosis de 5 mg de Nocardia brasi--

liensis cada vez. Al cabo de 15 día s se sangra

ron, los sueros obtenidos se colocaron en tubos -

de rosca y se congelaron. 

Preparación de gamma qlobulina de ratón a nti 

Nocardia Brasiliensisa 

La globulina gamma fue obtenida por precipi

tación del suero de ratón anti-Nocardia brasilie,!2 

sis, con una solución saturada de (NH4 )
2
so

4 
(50). 

La precipitación se llevó a cabo 3 veces, poste-

riormente se dializó el precipitado con una solu

ción amortiguadora de boratos de pH 8.4/ 
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Cinétic~ de ~ respuesta humara~ ~ ratones infec 

tactos con N. brasiliensis. 

Se inocularon 75 ratones en el cojinte pla~ 

tar con una dosis de 5 mg de ~º Brasilie nsis vi

va, suspendida en adyuvante incompleto de Freund, 

y cada cinco días se sangraron cinco ratonesº 

Extracción de sangre de los ratonesº El san

grado se efectuó cortando la arteria axilar y la 

sangre se colectó con pipeta Pasteur en tubos de 

ensayoº Se dej que formara coágulo a temperat~ 

ra ambiente por 3 horas y se centrif ugó a 1,500 -

ropom. durante 30 minutoso Posteriormente se se

paró el paquete globular y el suero se guardó en 

tubos de rosca al congeladorº De esta misma mane 

ra se sangraron los ratones restantes obteniendo 

suero de ratones infectados de 5, 10, 15, 20, 25, 

30, 35, 40, 45, SO, 55, 60, 65, 70, 75 días des-

pués de la infecciónº 

Material empleado ~ ~ reacciones de preci 

pitaciÓno 

Gel para inmunodifusiónº (49) 

Agarosa 10.00 g 

Barbital sódico 7.935 g 

Solución de HCl Ool N. 115000 ml 

Agua c,h,p, 1000000 ml 

Ph 8.2 

Se usó merthiolate como conservador. 

Se depositaron 2.5 ml de agarosa, 
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en cada caja petri limpia y desengrasada y se de 

jaron solidificar. Posteriormente se hicieron p~ 

zos cilíndricos de 006 mm de diámetro dejando un 

cm de distancia entre centro y periferiaº El fon

do de los dep6sitos cilíndricos se selló con una 

gota de agar diluido (0,1 ml de agarosa en 10 ml 

de solución amortiguadora). 

Las cajas de Petri se guardaron en una c a j a 

de plástico que en el fondo t enía compresas húme·· 

das para proporcionar humedad a las cajas, conser 
, o 

vandolas a 4 Co 

Técnica. Los antígenos se colocaron en la 

hoquedad central y los sueros en l as h oquedades -

de la periferia, siguiendo el sentido de las mane 

cillas del reloj identificando l a muestra No. 1 

por medio de un orificio pequeño que se hizo con 

un capilar.(49). 

Condiciones ..9!:_ precipitación. 

El antígeno se probó en distintas concentra 

ciones hasta obtener una banda c entral.Una vez co 

locadas el antígeno y los sueros se incubaron a 

una temperatura ambiente en cámara húmeda durant e 

48 horas. Se observaron cada 24 horasº La lectu 

ra donde se observó mejor definición de las ban -

das de precipitación fue a las 48 horas. 

Material empleado ~ ~ hemaqlutinación. 

Antígeno. 

Se usó el mismo antígeno que para el méto

de precipitación con una concentración de 4.2 

36 



mg/ml la cual fue determinada por ~ l método de 

Lowry y sus colaboradoresº (47) 

Sueroso 

Los mismos usados en el método de precipita

ción correspondientes a los ratones de 5, 10, 15, 

20, 25, 30, 35, 40, 45, so, 55, 60, 65, 70, 75 -

días de infectados. 

La sangre se conservó en la solución de Alse 

ver estéril (v/v) cuya fórmula es la siguiente: 

Eritrocitos de carneroº 

Solución de Alsever 

Dextrosa 20050 g 

Citrato de sodio s .. oo g 

Acido cítrico Üo55 g 

Cloruro de Sodio 4.20 g 

Agua destilada C. bopo 1000.00 ml 

Se tuvo cuidado d~ agitar la sangre conforme 

caía al matraz para evitar la formación de coágu 

los { 50) º 

Se guardó a 
o 

temperatura de 4 c. Antes de 

ser usados los eritrocitos se dejaron reposar du

rante 72 a 96 horas a partir de su extracciónº La 

solución se usó durante 2 a 3 semanas. 

Solución amortiguadora para la hemaglutina--

ción. (PBS-HA6o8) -
Solución amortiguadora (PBS-6.,8) 99000 ml 

Suero normal de conejo inactivado y absorbi

do en eritrocitos de carnero o 

loOO ml 
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Solución de glutaraldehido 

Solución de glutaraldehido al 20% 

Agua destilada Cobopo 

loOO ml 

20 000 ml 

Todos estos sueros fueron inactivados a S6°c 

por 30 minutos yposteriormente fueron absorbidos 

con eritrocitos de carnero previamente lavados -

tres veces en solución salina isotónica, usando -

una proporción de 1 ml de suero por 0,1 ml de e ri 

trocitos de carneroº La muestra se incubó a 37°c 

durante una hora; transcurrido ese tiempo, los 

sueros se centrifugaron a 1500 rºpºm º por 30 minu 

tos y se separaron con pipeta Pasteur º Los sue -

ros se ~antuvieron congelados. 

Técnica de áCOplamiento del antÍqeno , usan

do ~ solución de qlutaraldehido a l 1%o 

1. = Se lavaron los eritrocitos de carnero -

3 veces con (PBS) un amortiguador de fosfatos iso 

tónico de pH 608. 

2.- Se hizo una suspensión de c~lulas al 10% 

en PBS . 

3o- Se 
, 

solución de glutaraldehi-preparo una 

do al 1% en agua destilada. 

4o- Se o.s ml de la 
. , 

de eri--puso suspension 

trocitos al 10% y se centrifugóº 

So- Se eliminó el sobrenadante y se adicionó 

sobre los eritrocitos 1 ml del antígeno de Nocar

dia brasiliensis, a una concentración de 4.2 mg/ 

ml; se afiadiÓ 0.1 ml de solución de glutaraldehi

do al 1%. 
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60- Se dejó incubar por dos horas a tempera

tura ambienteº 

7.- Se centrifugaron las células a 1500 ropo 

mo por 10 minutosº 

80- Se lavaron 3 veces con PBS por centrifu

gación a 1500 rop.m. por 10 minutos (51)o 

Se suspendieron las células a una concentra 

ción final de 2o5%, con (PBS-HA6o 8 ) solución amor 

tiguadora de fosfatos isotónica c on suero de cone 

jo inactivado al 1%, de pH 6080 

Hemaqlutinación indirecta ( 52 ) 

1º- Con pipeta graduada se µuso en las exca

vaciones de la placa OoOS ml PBS-HA-6º8º 

2º- Con pipeta graduada se puso e n la prime

ra excavación O.OS ml de suero inactivado y abso r 

bido con eritrocitos de carnero, e~ cual se fue -

pasanlo a las siguientes exca vaciones con una asa 

de microdiluciónº En esta forma se obtiene una di 

lución del suero de 1:2 en las siguientes 1:4, 

1 : 8, 1:16; 1:32, etcº 

3) Con una pipeta de gota graduada de 0º025 

ml se tomó la suspensión de eritrocitos sensibil i 

zados con el antígeno al 2o5% y se puso una gota 

en cada excavaciónº 

4) Se agitó un minuto con movimientos vibra

toriosº 

5) Se cubrió la placa c o n cinta adhesiva pa
o 

ra evitar la evaporación y se dejó a 4 C por 24 -

horasº 
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6) Se leyeron las placas de reacción obser

vando el fondo de las mismas con ayuda de un esp~ 

jo de aumentoº Se tomó como título la dilución 

más alta del suero que aglutinóº 

Controles 

a) Control positivo del sistema: Se utilizó 

una gamma globulina hiperinmune de ratónº 

b) Control negativo del sistema: Suero nor

mal de ratónº 

c) Control negativo del antígeno: Eritroci

tos sensibilizados con e l antígeno pero sin sue-

roo 

d) Control negativo de er.i.i-.r0<:i.t.o.s li:clta<lo s 

con glutaraldehido: 

Sin antígeno y sin sueroº 

e) Control negativo de eritrocitos : Eritroci 

tos en solución PBS-HA-6.8. sin glutaraldehido, -

s.in antígeno y sin suero. 

Interpretación de resultados 

Reacción de aglutinación positivao- Anillo -

de células que rodean una película difusa de célu 

las aglutinadas. 

ReacciÓnde aglutinación negativaº- Un anillo 

compacto de célulasº 
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Resultados 

Los resultados obtenidos en el presente tra

bajo corroboraron los planteamientos con resp ecto 

a la sensibilidad de las técnicas de precipita- -

ción y hemaglutinación, ya que con la técnica de 

precipitación obtuvimos resultados positivos en -

suero de ratones infectados a partir del día 25 -

después de la infección mientras que con la técni 

ca de hemaglutinación obtuvimos títulos signific~ 

tivos de anticuerpos anti-Nocardia brasiliensis a 

partir del .día 20 después de la infecciónº 

ConP podemos observar en la tabla I, a par

tir del dÍa ¿S después de la infección, se obser

varon bandas de precipitación en el suero de rato 

nes infectados cuando se ensayaron contra un anti 

geno conteniendo 500 mg/ml de proteína , y desde -

el día 35 después de la infección cuando, se uti 

lizó un antígeno contenie ndo 830 mg/ml de proteí

na. Las bandas de precipitación se mantuvieron du 

rante el tiempo que duró el experimento frente al 

antígeno menos concentrado, mientras que con el -
I ' , , h t antigeno mas concentrado, solo se observo as a 

el día 50. 

La aglutinación pasiva (tabla II) mostró los 

siguientes resultados: a partir del día 20 des- -

pués de la infección los suercs de los ratones i~ 

fectados fueron capaces de aglutinar, a un título 

de 1:32 los eritrocitos de carnero cubiertos con 
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el antígeno de Nocardia brasiliensiso El título -

obtenido en esa fecha fue duplicado a los 25 días 

de la infección y cuadruplicado desde el día 30, 

manteniéndose con ligeros cambios hasta el final

del experimento. 
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Discusión 

Durante el curso de la infección experimen

tal en ratones con Nocardia brasiliensis la res -

puesta irunune celular puede ser detectada quince 

días después de la administración de la dosis in 

fectanteo Los animales presentan un máximo de 

reactividad alrededor del dÍa 25 después de la -

infección; a partir de este momento dicha reac

tividad disminuye paulatinamenteº El máximo de -

reactividad celular coincide con una disminución 

del tamaño del micetoma el cual posteriormente 

progresa hasta llegar en la mayoría de los casos 

a la amputación del miembro afectadoº 

La evolución de la respuesta inmune celul ar 

a Nocardia brasiliensis en ratones ha sido de-

terminada a través de diferentes estudios pre- -

vios a este trabajo (54, 55, 56 , 60)º En ellos 

se han utilizado diferentes d iseños de los cua -

les es interesante mencionar el referente a la -

determinación de la resistencia a Listeria mono-

cytogenes en animales infectados con No brasi

liensisº Se ha demostrado que la resistencia a -

Lo monocytoqenes se correlaciona con un aumento 

en la capacidad microbicida de los macrofagos 

(58)º Aparentemente la activación de los macrofa 

gos se presenta como consecue ncia de la libera

ción de ciertas substancias (linfocinas) por li~ 

focitos inmunolÓgicamente comprometidos (células 
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sensibilizadas) (57)º Es interesante hacer notar 

que aunque la liberación de estas sustancias de

pende de una interacción entre células sensibili

zadas y el ant1geno específico, su actividad pos

terior sobre los macrÓfagos no presenta esta ca

racterística ya que los rnacrÓfagos activados pue

den fagocitar y digerir más eficientemente que 

los normales cualquier microorganismo intracelu

lar igual o diferente al que ocasionó su activa

ción (58). En otras palabras no existen eviden- -

cias de que la actividad microbicida de estos ma

crÓfagos involucre algún mecanismo inrnunolÓgica

mente específico (59)º 

Los estudios de inmunidad celular mostraron 

que 15 dÍas después de la infección con!º bra 

siliensis hay un aumento significativo en la re

sistencia a ,!:º moncytogenes en comparación a l q -

observada en animales normalesºLa medición de la 

resistencia a f:º monocytogenes se llevó a cabo de 

terminando el núnero de bacte rias en el bazo- e 

hígado de animales infectados y normales, 5 minu

tos y 24 horas después de la inoculación por vía 

intravenosa de una suspensión de ~º monocytoge- -

neso 

A los cinco minutos no se encontraron dife

rencias significativas entre ambos grupos, más 

que en el día 25 después de la infecciónº En cam

bio a las 24 horas se observó que la eliminación 

de Lo monocytoqenes en los animales infectados 
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fue mucho más eficiente que en los animales norma 

leso 

El Índice de resistencia a f!.o monocytogenes 

se determinó comparando los resultados obtenidos 

en ambos grupos a los diferentes tiempos estudia

dos ( Fig º 1) ( 60) • 

El abatimiento de la respuesta inmune celu

lar observado en los animales infectados es muy -

interesante, es posible que la presencia de micro 

organismo en los tejidos del animal funcione co-

mo un estímulo constante para el sistema inmuno -

competente del mismoº A diferencia de lo que ocu

rre cuando se utilizan microorganismos muertosº 

Sin embargo, lo que se encuentra es que a p~ 

sar de la persistencia del actinomiceto en la le

sión (lo cual ha sido demostrado aislándolo hasta 

3 ó 4 meses después de la inf ección), la reactivi 

dad celular de los animales infectados se abate -

progresivamente. Una posible explicación sería la 

de un estado de desensibilización por exceso de -

antígenoº Sin embargo, podría haber otras explica 

ciones como la participación de anticuerpos e spe

cíficos contra Nocardia que puedan suprimir la 

respuesta inmune celular. 

Estas consideraciones nos estimularon a in-

vestigar la evolución de la respuesta inmune humo 

ral en los animales infectados con el microorga

nismo mencionado. Utilizando la prueba de hemagl~ 

tinación pasiva y de precipitación en gel (método 
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de Ouchterlony) detectamos la presencia de anti

cuerpos a partir de los días 20, 25 después de la 

infecciónº El título máximo de anticuerpos alcan

zó a partir del día 30 y persistió hasta el dÍa -

45 después de la infección. Posteriormente se ob

servó un ligero descenso en el título mantenién

dose en estas condiciones has ta el dÍa 70 . Es in

teresante hacer notar que el tiempo en el cual 

los títulos de anticuerpos se e ncuentran más ele

vados coincide con el período e n el que l a res- -

puesta inmune celular se abate pr ogre sivamente. -

Esto sugiere que el anticuerpo pueda estar regu

l a n do l a respuesta inmune celular, como s e ha de 

mostrado en otros sistemas (61) ; es decir, en au

senci a del anticuerpo se e x presa la inmunidnd ce 

lular, mientras que en su pr esencia se abate . 

La incapacidad de los animales a eliminar 

Nocardia en presencia de títulos elevados de ant~ 

cuerpos sugiere la posibilidad de que estén ac-- -

tuando además como facilitadores, impidiendo el -

reconocimiento de las bacterias recubiertas con -

el anticuerpo por los linfocitos sensibilizado sº 
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TABLA I 

Determinación de anticuerpos precipitantes 

anti-Nocardia brasiliensis por el método de la do 

ble difusión en gel (Ouchterlony), en el suero de 

animales normales o infectados con Nocardia Brasi 

liensis,a diferentes intervalos después de la in

fección con este microorganismoº 

Suero de ratones infec- Concentraciones del an-
ta dos tí geno 

Di as $ 500 mg/ml 830 mg/ml 
5 Negativo Negativo 

10 Negativo Negativo 
15 Negativo Negativo 
20 Negativo Negativo 
25 Positivo Negativo 
30 Positivo Negativo 
35 Positivo Positivo 
40 Po sitivo Positivo 
45 Po sitivo Positivo 
50 Positivo Positivo 
55 Positivo Negativo 
60 Positivo Negativo 
65 Positivo Negativo 
70 Positivo Negativo 
75 Positivo Negativo 

° Concentración de proteína determinada por el -

método de Lowry y colo (47) 
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TABLA II 

Determinación de aglutininas anti-Nocardia -

brasilensis e n el suero de animales normales e -

infectados con Nocardia hrasiliensi s , a diferen~ 

tes intervalos después de la infección con este -

microorganismo., 

Suero de ratones infec- Título 
ta dos (días) 

--------
5 Negativo 

10 Negativo 
15 Negativo 
20 1 32 
25 1 64 
30 1 128 
35 1 128 
40 1 128 
45 1 128 
50 1 128 
55 1 64 
60 1 64 
65 1 64 
70 1 64 
75 1 32 
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Figura I 

Evolución de la respuesta inmune celular 

en donde se grafican los Índices de r~-

sistencia en función del tiempo de infe.s:;. 

ciÓno (tomado de la referencia 56) º 

Figura II 

Resultados obtenidos usando la técnica -

hemaglutinación pasiva , en donde se gra

fican diluciones del suero de animales -

infectados contra tiempo después a la i~ 

fecciÓno Se observa que a los 20 días -

se detecta anticuerpos a una dilución 

1:32 a los 25 días del título aumenta a 

1:64 a los 30 días aumenta 1:128 , a par

tir de este momento se mantiene el mismo 

título hasta los 50 días, p ara descender 

a los 55 días y mantenerse a este nivel 

durante el resto del experimentoº 
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Determinación de anticuerpos anti-Nocardia brasi
liensis por el método de la doble difusión en 
agar (Ouchterlony)usando un antígeno con ~na con
centración de 830 mg.de proteína por mlo 

Figº III 

C* Antígeno con una concentración de 830 mg de 
proteína por mlo 

1) 35 días después de la infecciónº 
2) 40 días después de la infección o 

3) 45 días después de la infecciónº 
4) 55 días después de la infecciónº 
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