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INNUNIDAD EATURAL INKATA PARA LA BRUCELLA MELITEMSIS
I1.- Su ralacifn com ol Properdin, Complemento,

les propiedades bactoricidas del suero y

la formacién de anticuerpos especificoa.

Es un hecho blon conocido quo eatre enimales de ums misxa o8-
pecie existen difersntes gradon de resistencia natural freste a las
infeccionen, fendémemo ml cual sé le 4a el noabro de INNUEIDAD ¥ATU-
RAL INDIVIDUAL y cuamsdo el bBaecko, tambdbidn comooido es comfia e todos
los mioadros de una micma femilia (descendientos de uns misms pareja)
se decigna como INMUNIDAD FPAKILIAR. Usa y otra vca formas do la

Inranidad Hetural Innate y pareces ser una caracteristice baredita-

ria. Fi los factores de loa cuales depeuda, ni los modos coso &0 he

redo la lpmunidad Imaste eon bdien conocidos. Tampoco @e sade mucho

contra cuales imfecclones y en que especie do animales se odaerva 8

te tipo de Inmunidad.

Ea lcs Ultimos afloe varios investigudores han tratado de ocate-
dicr dste problema por la experimentacids directa y sus resulisdcs
indicen que es poeidble aumentar o disminulr la resistencias promeéio
de cepas de ratas, ratones y otroa animales por medio do crusas se-
lectivas. Entre #stos investigador«s e emcuentran Wodeter (192),
1926, 1925, 1933a,b), Pritchet (1925, 1926a,b), Lambert y Knox
(1928), Irwin (1929, 1933), Behott (1932), Gowes (1933), Bohitme

(1936) y Gowen y Calhoun (19%3),

Por lo tanto las investigaciomes sobre ls Insunided Ignata
frente a doterminade infeccibn y en algura o varias especies e=ima-
lee, sorkn de imtoréms cientifico por ampliar los conocimientos sobreo

sus factores determinantes y las loyea que rigea su herencic, asi
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como porque puaden ssr tambidn de utilidad prhctica.

En @l curso de nueetras investigaciones sodre inmunitacidn ar-

tificisl contre Brucella melitenais on varias especies eanimslec, s§

pecislmente ez comejos y cabras, al inocularlos por la wia oral que
se coaelderd la ruts matural de infaccilis prodablaments mbs frecusnte,
8% observd Qque usa importaate propercilia de los asnimales 5o 8e infeg
taban a pesar de imocularse con dlais fuertes y repetidas; de donde
inferimos quo en fsoe animsles prodedlemecte oxiatia inaunidad iane-
ta, individual & femilier cuyos hechos nos propusimos inveotigsar, -7}
ra precisar:

1) 51 en realidad exiate inmunidad impata a la Brucelle melitensis;
2) los factoree de quo dependa;

3) sl o3 hereditaria y

&) loo soéos o loyes de su herencia.

Kl precente trebajo tians por objeto referir lao investigacio-
B#es realisedas y loo resultadoo obtenidos hasta ¢l presecnts ea rela

cidén com lce dos primerca puantos de $sto tema.

Proyeoto, material y métodoe.

la inveatigacibn fué proyectada pars averiguar loa sigulentes
puntos:
I.- 81 existe Inmunidad Katural Isnata para la Brucella melitensis
on individucas de las ompecied cuprine y conejuna.
I1.- B4 s observa $ste tipo de inmunidad deponde de:
a) La existencis en la sacgre de los animales inmunes de una
- mayor proporcibén de loe factoroa inespecificos do la inmunidad, ta-
les cosmo e} Properdin, el Coamplemento y les propiedados bactericidas

del euero 7
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b) De una inmunidad potencial eopecifica o sea, mayor aptitud

para dar una respuenta enérgica y rhApida al est{mulo antigénico,

formando anticuerpos especificoa?

Para rssolver ol primer punto, o8 decir, i oxiaste inmunidad

patural ionata en individuos de las espacies animales en eatudio,

cabras y coasjoa, contra la iafeccion por Brucella @clitensis in-

troducida por la rutea aatural de infececidn, ¢ inoculd wa lote de
10 conejos y um lote de 7 cabras con Brucella oelitensis por via
oral. los conejocs fuerocm soleccionados aproximsademonte del mismo
peso, ( cercas de 2 kilograzos ) y edad, de los crisdos en local

eapecial do énte Instituto, descendlentos do una mizma pareja.

Las cedreas oran seis hemadrss y un sacho, procedontes del mia
80 redil, oriadas en dute Instituto y spruoximademente 4o )2 a 1b

kilograsos de peso.

Kl inbzule fud una suspensidn de ls Brucells moliteansis "8",

virulenta, caya dbeis Lyo vare el ratdn blunco ora de 59 millones
de gérmenes suspendidos en mucina gistrice e inoculsdoo por via
{ntraperitoneal segin técnice do lebm y Cano (1950) y cwye dbsim
alnise infectante por via oral para el comejo (D.1.0.C.) fué de

100 millones de gérmenen, smspendidos en leche estdril,

los cona jos fuaron imocul&dos por vi{a oral cos 200 millones
de gérmenes (2 D.1.0.C.) osuspsndidos en % g.c. de leche descroma-
da ostéril. Llam cabras fueros imoculsdss con 1000 millozes de
germenes (10 D.1.0.C.) euspendidoce en 10 c.0. e leche deaorsmada
eateril. La incculecidn por vis orel ame Bizo o los cone joa por
medioc do uns agujs de rhquis y e las cabres por medio 4o una gon-
ds vesical motalica soldada & un ejuste do Jerings, eabas provis-

tas de uns eafors de pi.omo en la punte para evitar trausatiomsos.
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Antes de inccular a los animeles por via oral se les practicaron

las siguientes fnvestigeciones en e} suero sanguineo:

A loe conejos Titulecidén del Properdin, del Complemento y de
les propiedades bactericidas del auero; con objeto de comocer loa
titulos d¢ los factores inespecificos da la insunidad. A loe cong
Jos y las cadras: titulscidn de las aglutininas para la Peugellas
@sljtensis con la técnica de Baddleson y Abell (1928), determina~
c4i8a del Iadice Opacno-citofigico y Fijacidn del Complemento a la
Brucells melitenais, coa objeto de descartar una previa infeccids

natnral por éste germen.

A partir do la eegundc semana los conejos y de le primera eg
=220 las cabras, despuds do la dmoculacién oral, y periddicesmente
deopuds, fueroa sangrados para practicarlas todss o algunae de las

aiguientes resccionea:

a) Titalscils de lao aglutininae

b) Fijsoidn de)l Coaplomecto

o) Iadice Opsomo-citofhgico ¥

4) Zsmocultivos.

Estes reacciones se practicaron con objete de comocer cusles
animalcs eo infectaron y cuales roasistieron la isoculecids y no ae
iafectaroca dsspudés de la inoculacidén oral. Use ves precissde lo
anterior, todos lcs enimales fuercn reinooslados por la via subcd
thnea, loa conajos con %55 mailloaee de gbrmenss o sea 1 D.1 g,

esuspenédidos en 1 cc. de mucina géotrica al 3%.

Los copejom fusron sangrados 2, b, y 7 sesanas deapués (o la
tnoculacidn y las csbras peribdiceamenta, y basta ol séptino mes
doopuds de inoculadas subcutancesmente, pars practicer les siguien-

tes reamccionea’ Titulacién do las amglutininas para Brugells sali-
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Yeneiy y hemocultivoe eom tedos las saagrias y evestuslosnte de-
terainaside dol Indlco Opecao-citoflgico y T{tulo de¢ la Fijaeidn
dol coaploemente, pars doterminar sl los anicales izsunes o la ino
salselén por via oral 1o eran tambiés & la inoculacidn por via py
reateral, an{ como ls capacidad do ceds animal para responder a
la inoculacidn parenteral coa la formacibén dc anticuerpos eapeei-
fieos, o sea comocer suw ismunided potencial y si {ste hecho teafa
algena relaciéa coa la Isnunidad janste obeervads freate & la ino-

eulacidn oral.

Téenioa de las reacgiomoe ¥ preparacidn de los reagtivoe
a) Pltulagisn de)l Properdis.

8iabolos woedos en dete titulacida:

Properdin

P
2P Suero daficleate e¢n Propordia
3 Lynoeéa

Pz Coaple jo Properdin-Lymosia

c* Cosplemento

Ci Priner componente del Cesmplemento

cs Segundo " - -

C; Tercer " » -

cy Cuarto » " - &
ﬁl Suero deficieante de Ci

ﬂz Baero " " Cs

i’ 8uero - " C;

B, Suero - -c,

G.R. 31&buloe rojos &e caraero.

Bem. Hemolisina.
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aracion de res Yoo

Lymosan.- Kl que se usd en Sate estudio fud el lote No. B 298
Tipo A de Tho Flelachm: in Laboratories, Staad Braads Iscorpora

ted.

Cada lote de Lymosin debe ser probado pora obtener la mi
mins cantidad reoquerida cepscificamente para inactivar ol tercer
componente del complemento (c)). Para Soto primsro ae prepera
une salucioa Stock de 1a cual es tose la cantidad mecesaria ea

cade caso.

Preparacidn de la Boluciba Btock de Zymoeds,

Se oiguid la técnics descrite por Pillemer et. al., (19%6),

con pequelia mcdificecidn en la prhetica,

Se pesan oxactamente y snaliticamente 500 mg de cymosés,
en cépaeula de porcelana se euspenden con 20 ml. de Buffer bardy
tal y se calienta & ebullicién, duraste 1 hora en B.M. moviéndg

se constantemento hasta formar wna suspemoidn homogénea.

Despulsc se afora a 100 al. con el misuo Buffer de pE 7.5,

Queda as{ una suspeneile 0.20 ml. que equivalen a 1 mg. do symQ
san.

In $ésta forms se guards a un grado contigrado durante ua
mes. Cade ves que se usd se agitd para homogenedisar la suspon-

oibn.

Estandariseqidn del Zywoeda.

Para ¢sto ss roquiere de sveros de cobeyo, ee sangrea por
puncide cerdisca sin ansstecia en ayunas, y la sangre anf odte-

nida se dels a la temperaturs asbloeste por especio d¢ 2 horea,
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s separa el codgulo y ae guarda en el refrigerador tods la noche,

para el d4i{a siguiente separar el suero.

De 1a solucidn Btock de synosin se miden cantidades ez al.
que conteagan 2, 3, b y 5 mg. do symosan, las cuales seo pozen en
tubos de hemolisis y se centrifugas durante 15 & 20 sinutos a
J ml r.p.a., ol sodbrenadants se quits y al preoipitado se le agrg
g2 1 0.0. del suero de cobayo. Be msumeran los tubos, se agitan ¥
se ponen en B.M, durante 1 hora & 37 C° agitando loa tubos de vis
o cuando pars homogeneisar la mescla. Despuls de la incubacida
son centrifugados nuevemsnte loa tubos y el sobrenadante ea prodba
do para saber la cantided de sysoskn que imsotiva totalmente el
c; .

Pars esta so pone 0.1 c.c. del godroenadsate (B’) suoro defi
ciento de c; frento a un sistems hemolitico de sélulas eensibili-
sadas de carmero con 4 unidades de hemolisina, ze imouban a 37°C
durente )0 minsutos om B. H., ¢cn temtigo pars aiotema heomolitico y

ds glédbulos rojos. 5o hace la lectura y la centidad minime on que

B0 hay hemolisis ¢8 Lo quo incotiva totalments & cs.

Deterainagibn de la da de Iymosén e imactivar
cl

o ento 3

Tubos BSmero SJreoaky By 8, orig, C,R.eHem. Lecture
1 le.o 2 sg. inmcu- 0O.lec.s. - 0,0, lo.e 4Lneubar ee
2 1 3 bar ea 0.1 - 1 a 37°C e
) 1 b B.N. 0.1 - 1 duran- oseoe
) 1 s a 37°C 0wl - b1 te 30° eoee
S - - o - 0.1 1l en B.M, -
6 - - 1 h. - - 1 coee

La cantidad minima que se detormind fué deo S mg. pare imactivar

totalmente el c; R
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Preparacidn de reactivos RP y 33

A partir de susros de cobayos on ayusas, se sangran por pwj
oi8u cardfaca ea nimero 4e 10 & 15 cobayos sanos y adultos, se dg
Jan los tubos con la sangre a la temporatura d¢l laboratorio por
espacio de dos hores; 6o remusve al coldgulo y 8o guardan a 1°C
toda 1a noche. Al dia oigulcnte se contrifugan por 3O alzutos a
5°C, 80 depara el gusrc on tabos, en cantidades de ) c.0. y 8o

guardan en coageledora a -20°C hasta su uso.

Como requisito dede ser titulade el suero ds su costonido ea
ocomplemeonto, el cunl mo dede ser memor do 25 unidadee por al. de
ouero.

Titulecién del complemento de cuy ussdo para la preparaciis

de¢ 102 recotivos RP y By, 5S¢ diluye el complemento 1130 con Buffor

barbhital.

Tudos  Buerc(l1:30) Paffer Q.R, ¢Hen, legtursi
1 0.1 us.c. 0.%0 o.c. 1l c.o. oy
2 0.15 0.33 b Inowbar eeoe
3 0.20 0.30 1 s 37% soe
L) 0,25 0.25 1 durente *»
3 0.30 0.20 1 30 atinu- :
6 0.33 0.1% 1 tos en -
? 0.5 0.10 1 B.K. -
8 0.4% 0.03 1 -
9 0.% - Y -
10 - 0.% 1 (1224

Pe ‘eterninar ouantas unidades contione ol complemento pe

divide la diluctbén 1130 satre la cantidad minina de sworo que pro-

duce hemolisio coaplota de 1 c.c. do células sensibilivadas de
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carnero em un vollmen final de 1.5 c.0. después de iacubar a 37°C

durante 30 minatos. Ia Jats ceso el suero tuvo 8%5.6 unidades por

0
c.0. ( 5%33 o 85.6)

Properacibén de RP ( suoero deficlente en ?ronord&g z

De 1a solucila Btock de gymosan se mide la cantidad meceseria

(5 mg. pera 1 c.0. de suero de codbayo) do acuerdo cos la camtidad
de susro que se vaya he preparar para resctivo. Kn ua tubo de ea-
saye se centrifuge dureato )0 minutos a 3,000 r.p.m. Al ocedimento
quo queda se adicicna el suero coa aucho cuidado y se egita pars
pomerse ea contacto eos el symoedfl, una ves as! pe mentienme on B.N,

8.17°C de temperatura conetmnte durante 75 minutosn. Kl ecastrol de

temporatura oz may importante ya que teapsraturas menoras do 15°O
dan por reosultado uas asparsciba imcoapleta del Properdia del euero,
gisntras que temporaturas mayores de 18°C producen vaea pirdide ma-
yor do la mctividad de Ci . La mencls dedbe agitaras manualpente
cada 10 ainutos. Terainado el tilenpo de incubacidn ce aemtrifuga
nuevamente de tres a cuatro mil r.p.m®. durante JO minutos a 2°C,

{en §ate ceso por no haber centrifuge refrigerante, 2¢ usé una ceam-~
trifuga pequefia de cuatro tubos con cantidad medida deo hielo seco en
tromos, que se depositaban en el fondo de ls misma, dojando lidre el
povimliento, logrando as{ bajar la temperatura hssta l° n'2°c) K
sobremsdante claro es dietribuldo on tubos comteniendo 5 e.c. cada
uno de RP, y se aloacond en congeladors & - 20°C nasta ou uso. Asi
®s mantuvo sctivo haota sois semanes. (El aedimento P g0 ueca para

preparar RJ).

Normalisacibén de HP

a) Un RP sdecuadc deberd tener el menocs ol 75% del titulo del coa-

plemento del suerov original,
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b) Mo debord ser anticouplementario sontra suero fresco § algu-

8o de los reactivos del suero empleados en la Titulacida del

Properdia.

c) K} RP debe ser deficiente sblo on Propordis pero dobe comte-

aer cantidades adecuadas de C;, cé. ci. Cy » para la hemolisis

de cllulan sensiblos de borrego en el easayo final de Proper-
din.

Preperaciln de B (suero daficiente en C')
3

8¢ hace la mescla de cywmozhs con suero de cobayo como sm RP.
La meecla o8 incubada ea B.M. a 3706 durante 60 aigutos agitando
pcri&dlcnnonto cads 10 minutos y terminedo ol tiempo de imocuda-
cibn el sobremsdante claro o8 transvasado al tubo que contiene
el complejo F2, se egita y oe incodbs nueveasente a 37°c durente
60 minwtoo, moviendo la mescla cada 10 minutos. 8e centrifuge
después do 1°C durante )0 nimutos. EL eobremcdante claro os ea-
vasado sn tudbos con cantidades de 1 c.c. y santenido a -20°C [ 13

congeladora hasta su uso.

Eastandariszacidn de R’

H) debe llenar los sigulentes rogquieitos:

a) 0.1 c.c. de B) w80 ) c.e. do O.R. sensidilisados con hemoli-

sins no debe hemoliEar como se obeerva en la sigulente prusbal

fabo !3 Swero original Q,R, ehen. Lsctura!l
1 0,1 ¢.c. -/ 1 c.¢. incubar sree
2 - - 1 a )7°C sees

3 - 0.1 c.c. 1 en )O' -
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®) 0.05% c.c. de R, aumentaria por lo smenos el 200% del titule

del complementc original, afBediendo o ssa cantidad de¢ R

3

0.10 v.c. d¢ una diluciéa 1:15 de euerc fresco de cobayo.

o) BP tretado con Zymoedn a 37°C durante 60 alnutos y compare

do con RP #in tratar en les siguientcs mesclas:

0.05 c.c. de By pars 1 c.c. de RP tratado coa sysosés,

0.0% ¢c.c. de R

)

pera 1 c.c. de RP ain tratar.

Debe der us titulo no senor do 120 unidedes por c.c. de C! eon

3

RP ain tratar y no menor de 90 anidedos por c.c. deo C. en RP

3

previamente tratado ¢om Eymoaan a 37°C duraate 1 hora.

1:1

0,2 c.c.
0,024
0.276

1.00

tratar

Titulecidn da C; en JP ein

1:2 1:6 1:8 1:16
0.2 0.2 0.2 0.2
0.02% 0,024 0.024 0.2%
0.276 0.276 0,276 0.276

1.00 1.00 1.00 1.00

Iacubar a 17°C durante 3O'

Diluciones

c.c. de RP

c.c, de B’ ( 2 unidades )

c.c. do Puffer (ejustar a 0.5%0)

c.c, de G.R, ¢ Hem,

Eate mioms titulacidn se hace con RP tratado con symoshn y des-

pués de la incubacién oe procede a la lectura:

Dilucibna:

1:1
1:2
1:3
lih
1:8

1:16

Lectura de RF tratedo ads RJ lectura do REP sin tratar

*o o

XN

Testigo de 0lSduloas rojos vese

Tentige &5

=tptama hemolitico =~

nis B

e

oo S0%
(XX X ]

oenee
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Bota: La dilucida que 4a el SOX de hemolisis oo wultiplica por
7.5 ( que so igual & la d1lucidn de CS coa lca reactivos ).

B bete caso el 30X fub:

Para HP tratado en 1a ¢ilucida 1:) resultasdo 112.5 uaidaden,

pars RP oia tratar ea la dilucida 1:4 resultando 1%0 unidadss,

Defintciln de uzidades.

R’.- Usa unidad 4de ﬂ) o0 igual &l volimen sis pequeBSio de)l eune-
o original del que fud preparadc qua cuasdo ea agregs a 1 6,0,
2o cllules esenaidbilisadas de borrego ea un volimen fimal 4e 1,%
€sc. homolisan 100% de les célulaa en IO minmtos a 37°C. Por
ejeaplo, 1 0.12 c.c. de uca dilucids 115 del suero original sa~
tes do proparar R da el 100K de hesolisis, eatonces 2 unidades
de R) proeparado di $ate suero, eath contenids en 2 X 0.12/%520.0%

C.C.

Dstorninaciba de le Unidad 4 l)

8¢ dispone Je una porie de once tuboe do hemsolinie, y como
reactivos se preparsz O.R. sensibilisados cos homolisina (téenica
dencrite antoriorsente en tituiscibn del cosplemento) y el Buffor
barbital. En cada tubo @e mide el cusro del cual se prepard E,
y ol Buffer con pipete do 0.2 c.o. greduads ¢n 0.001 c.0. y com
otra en 1 c.c. loo glbtulos rojos seasibilirados, hasta wn volé-
men final an cads tubo de 1.5 c.o. 5o incudan a 37°G durente 30
minutos.

Dicha deterainecibn me puedo observar objetivamente en for-
@e 4o cuadro para seguir cuidadosamente loe pasos que ss hicieroca,

Yy la lectura que a0 obtuvo doapués do incudar loas tubos.



-1 -

Tuboe  Saero (1:1%) Buffer Q. B, oBog.
1 0,003 0.49% 1.0 ¢.0,
2 g.01 0,490 1.0
) 0.02 0.58 1.0
LY 0.0} 0.47 1.0
) 0.0k Q.46 1.0
6 ©.0% 0.8% 1.0
7 0.06 O.bhh 1.0
8 0,07 0.5) 1.0
9 0,08 0.52 1.0

10 0.09 8.481 1.0
n - 0.3 1.0

incubazr
e 37%
duraate
3O miautos

e

Uza waidad en 0.06 (1:%) por lo taanto 2 unidades estin ea:

0.12/% » 0.0 g.c.

4e B
* %

alz

dsluir.

Definiciba 4o C;

Usa wnided de C; oo aquells cantidad que, es ls presencia de

dos unidades {(goseralmente 0.0%5 c.c.) de RJ y 1 ¢.c. de células

sensibles de¢ borrego or un volamen fimal de 1.5 c.c. heaclize el

0
SO% de lm célulms en YO minutos & 37 C. Por ojsmplo: ol 0.2 ¢.c.

de una dlluciba 1124 do la muestra da 5% de hemolisla, bajo ™

taa

por c.c.

Usa unidend de properd

'ia de wre camtidad Sptima deo sysooka (Sa

Deftntcifn 4 Properdin

20 uni“adoan fe C3 en ) c.c.

condicisnes, la comceantracién de C; ea 24/0.2 = 120 unidades

(r e aquella cantidad, que en la presen

g) inactiva coapletazente

4o if en 1 hora & )7“6. Por ejemplo:
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®L 0.1 c.c. do la auestra oo la minims cantidad que completasep

foecty 29 X
te inuctiva 120 unidades de C) *n 1 c.c. 40 RP sn la presencia

de Lymooks, lo musetra contlene 1,/0.1 = 10 unidades ds¢ Properdin

por c.c.

Titalacidn 4e Properdis

Reactivoo emplendos:

1) Boluella Stock 4o 17.0.65 (0,20 m1. = 1 ng.) 5 &8g. por cada
ml. 490 sueroc protlesa.

2) RP ein &flatr  (0.2% ml. pars cade tubo)

3) ﬁ) sin dilutr {0,02% ml. ejulvalestee & 2 naidades)

%) Buerc groviems (de comefo sis diloir)

%) Bufrer bartital { coa p& 7.4 para ajustar caatidadds y contee
ser 1cass 4o Mg** 7 Ca"" ).

6) Oldvuise rojos de carnero (aeneibilisados zos hemolisina).

Bota: Antes de la preparacids de los reasctives de RP ¥ ﬁj a par-

tir de suerc de cobays, se hicleros pruebas pera preparsrlos a

partir de auero Rumano, perc pur 50 cumplir los requisitos nece-

Sarios no ee unaron, preparazdocse entonces solasante a partir de

sweroc do cobayo.

Paeos s5e se siguierce pars ls Titulecidn de Propesdis.

i) Be mumerar % tubos 4o hemolisis y sa colocan en una gradilla
quo e@té scbre un bafo de hielo, en loa tudbos de 1 al 6 oo my

des % mg. de symosan de la sol. Stock, me centrifugen todos

loce tuca & ) mil r.p.m. durante 15 mtinutes y el sobrenadante

6e tira,
2) Be sdiciora a rada tubs U.0% c.c. da HF oxcepto el 9

.rimeroa tubes cantidades docrecientes

’ I3

}J) 8¢ adicionan a l0e

del ouerc problems de crnsjo ( 0.25, 0.12%, 0.060, 0.030 y



-~ 1% .

0.015). loe tubos 8 y 9 llevan 0.2% c.c. cada uno para

coatrol.

A) Se adtelens la ceatidad nsccearia de Buffor Barbital para
ajustar a ua volumen de 0.75 c.c. (haste squl el bafo de
hieleo)

5} B3e taps cade tubo com tapén de hule, 3¢ agitas y se incubas
e 37°C @uraato 1 hora es 2.nM. coz agitscién perfodica cada
10 atauton.

6) B¢ centrifugss por 10 aisutos a 2 =il E.p.8., ¥ ol sobrena-
dante 09 pasa a atre eeric ds tzbos igualssnte numerados.
Le siguleste purte ee determiser la conceantracids do ) o
loa ecbremadantes odtenldos.

?7) Coa ceds scbremadaante del pasc 6 ns hecen diliclomes:

111, 112, 2:h, 1:8, y 1:16 con Baffer barbdits  tossmdo 0.2
c.c. 4 cada diiucils em otra nmeva geris ¢ .uboe.

B) 3Je adiciloaan 2 uzidedes do P) (0.024 @al.) . .eda tabo de ca-
da d1lucida.

9) Ajsatar coa Buffer bardital a 0.30 al.

10) Adiciosar o todoa loa tuboa G.5.+Eem, (célules sensidilise-
das de caraerv coatenieado b waidates de hesolisina) 1 ml.
para obteaer un voliwos fimal de 1.9 c.c.
11) 8¢ inczden & 37°C daraate YO aimutos.
12) B8e sacar édel dafo @ 3?°c, se guerdan os ol refrigerador a
€ o 4°C y oo hace le leatura sl ala siguients,
*utoa de gontrol:
Mota: de los tubos 7, 8 y 9 6e hacen diluciones heote 114 sole-
sente.

Tubo 6.~ Em teatigo pers observar le pérdatds de

C. sa RP
)
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fedo 7,- E~ para obeerver la conceatracila de C' en RP
)
Tado d.- Es testigo de activided anticceplementariu de HP

Tabo 9.- Bo toatigo do le activided aaticomplementaria de la

suestra,

Cuadro 4o ia Titwlaeibn de Properdis.

tee el Dalr e M
1 S ug. 0.2% ml. 0.25 ml. 0,15 ml.
2 S mg. 0.2% 0.12% 0.27%
) % ®g- 0,25% 0.060 0,3
) 5 ag. 0.2% 0.030 0.)?7
) S ag. 0.2% 0.01% 0.385
6 % mg. 0.2% - 0.50
? - 0.2% - 0.%0
8 - 0.2% G.25% 0.25%
9 - - 0.25% 0.50

Todoo ice teboo es bafio de bisle
Tepar cada tuwbo e incubar & }7°C durasio 1 hora, agiteade
periddicamonte coda 10 mimutos, deapube ao ceatrifugss todos
los tubce a 2 ali r.p.m. duraate 10 eiamtos y el sodreasdaate

8¢ pasa a otre serle ¢o tubos sunerados lgusl y cos cada uso 8¢

hecoa dlluclones como eigue!

i1 1:2 1:b 1:8 1116 dilucicaes

0.2 0.2 0.2 0.2 0,2 =l. de¢l sobremadaate
0.024 0.024 0.02% 0.024 0.02b4 al. de n, (2 wnidadea)
0.276 0.276 0.276 0.276 0.276 al. de Baffer(ajustar Q50:
1.00 1.0 1.00 1.00 1.00 al. do 0.R. o Hea,

0 ,
{pcubar & 37 ° durante )0
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la legtura oe dace tomapdo en cuenta el 0% de hesolisis de

Ue contenga la cantidad minima de mwestra (ewero

prodlemal, 81 ol 50% de hemolisis esth intermedio eatre doe ¥
luciosen, eatomcoo se tosms como pantd final la intermsedia catre
4088 dos 4%lucionvs.

Fara dotermiaar la umnided de Properdin, se divide la uaidad
eatro ls saatidad do muestre uinima que da el 50% 2e hemolisis
( tomamdo 12 tatersedia ) deepuls el resultado se multiplica por
1a reciprocs 1s 4tluciba #n que oo cucuentra y finalmente co di-
vido ol reesultedo eantre & por ser ls cuarta parte de RP (0.2%c.¢.)
ola dilsir. Por ojemplc: eo hiso la lectura es la dilucilam 1:8
del tubo 3uwe coatlszse 0.25 c.c. do ouero de conejo problema, por

1o taato el chlculo es: }/0, 25 X 8 « 8 woidades.

) Titulasibs del complemento

Ea la titulscils de)l coaplemento, tanto para usarlo on las
reaccliones de Fijecibn del complemento al ant{genc de Brucelle
poajiteneis comc en las doterminaciones del contenldo de bote con
plojo por los sueros 4e loe comejos, eo eiguid la tdcnice desecri-
te por Kolmor y Boeraer (1938), un protocclo de lo cusl o¢ dota-
1la ¢ los cusdros Wos. I y II. La titulaciés del cosplemento
Que se uoé comoc reectivo ea la rescciba de Fijaciéa del Coaple-
mento se hiso en pregencis de doa unidades antigénicas del antige

no d¢ Brucella pelitensis, en un volusen total de )} c.s¢. Yy con BOS

clas de suercs de 5 & mis cobayoo; em camblo em las titulacionas

que ae¢ hicleroa pars dstersiaar el contenido en cosplesento por

100 aueros scnguinece de loso conejos deo nuestra anoottgnci&n. [T}

biso eir antl{gemc enm um voldmea total de 1.5 c.c. @ individual y

separadesente para cadas asuero. Las diluciones do los sueros se

Bl
Aialaraa nom Ruffer berbitsl seghn lo indices Alsever y Aln
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(1941). Ea las resecciones &s FLjacila del complemonto se wsaroa

dos unideden cceplatas ( U.C..) do couplemsnto oa 1 c.c. de la 9

luciba y eclamente ee uearca suerca coa 30 U.C. § mbs por c.c

CUADRO Ho. I

fitulacids del complemesto em el suero de los cobayos usados
en ressciomes de Fijacila del complemento.
o B Mg felent feoom et
282 183815, €.C,
1 0.1 0.9 1.8 6.5  0.% seos
2 0.1% 0.% 1.4 @ursate 0.5 C.5 nmeva- s
) 0.20 0.% 1.} 1 Bore 0.5 0.9 ronte XX X
b 0.9 0.3 1.3 a 37° 0.3 0.5 @ 37°C eees
b 0.30 0.% 1.2 es B .M. 0,5 0.5% darante seee
6 0.)5 0.5 1.2 0.5 0.% 1 hora. =~
7 0.40 0.9 1.1 0.5 0.5 -
8 0.45 0.5 1.1 0.5 0.5 -
9 0.50 0.% 1.0 0.5 0.5 -
10 - - 2.5 - 0.5 esee
Unided oxacta 0.)5 2 wvaidades completas 0.8

Unidad completa O.%0 2 unidades en 0.% c.c. de ¢’ en 1la dilu-
ctén 1:37

CUADRO No, 11

podobatodndiVASC N

Titulacion del complenmento en ol eusro de loe conejos.

Tadbo Buero Pu- O.W. LLCTURAS DEL GRADO DE HEMOLISIS

de co (ffer  ° Wimeroa de los conejod!

nejo c.o0, Hem.

. 1 2 ) I s 6 2 8 9 10

1 0.1 0. 1.0 case sese vee sees esee see *0ss sesr o0de seee
2 0.1% 0.3% 1.0 abse oss @ - eses wess see .o ere vess seee
) 0.20 0,)0 1.0 cess s - [ X I X - . i soe
& G.25 S.0% i.C cren oo - * . . - - see s



Tudo Suero Bu- 8.E&. LECTURAS DEL ORADO DE HEMOLISIS.
de co fler .

pejo c.c. Bea. Nigerce de los conejos:

al. 1 2 ) v 5 6 7 8 9 10

s 0,30 0.20 1.0 ess - .- - - - - e se
6 0.35 ©.15 1.0 ees - - - - - - . .
7 0.0 0.10 1.0 - - - - - - - - » .
.} 0.4% 0.05 1.0 » - - - - - - - - *
9 0.50 - 1.0 - - - - - - - - - .
10 - 0.%0 1.0 coos o080 cats tese 2400 cove toss sece cose S804

Bo. de unidadoes

[ 7Y 17V P L300 12,5 33,3 14,2 16,6 16,6 2% 20 10 S

8o considerd gocoo unidad exneta ls ecantidad minisma de suero que
produjo hesolisis total.

ssee  tndibicidn totel ds le Beamolisie

oo - parcial, 758 & mis de glébulos rojos eia homolisar
o - " SO% & 75% " " " " -
. - " 25% a 50% * " " " "
2 " - msenoe de 25% - " " had
- Hesoliats totel o% " " ” " "

©) Titulacibe de las propledaden bactoricidas del suerc de loa cons jos.

En {ate prueba usamoa la cepa "B" do Brucslla melitensis No. 899
de nucetrs coleccidn y laz sieabras ae hicleron ep geloam triptosa
Difco. Para cada emerc probleas se puaieron 0.5 c.o. del suerc ain
é1luir on us tubo eetéril de hemolicia a los cusles se sgregaron 0.%

c.c. de uns suspenaldn de Brucella melitensis en sueroc f1siolégico,

prepasrsdo de un cultivo de 44 horaz en gelosa triptosa y conteniendo

10 O30 bacterias por c.c. Ge sgitaron los tuboe para moesclar biles eu

~© indolon nuevamento
¢catentido y se in-utaron a }* C durante 3 horas agit

& ceda modis hora. OJe puso un teetigo del numerc de bacterias en la
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suspeasiin de Brucella melitensia. Al término del peribdo de im-

cubaciln se semdrd 0.1 c.c. de ceada auestra em cada uno do otroe

taatcs tudos con 15 c.c. de gelcea triptoea Difco mantenide fleida
3 la tespersture de 65-§0°C. 8¢ mezclaron bhiez y ee virtid su coa-
tenido en cada uaa de otres tastas cajas 42 Petri gue luego de eo-
1id1ficarse 8¢ incubaron a 37°C durante 72 horas. Al tormino de

$cte periddo ee contarcn lae coloniss deserrolladas, con ls ayuda
46 wn aicromcoplo eaterececdpico con un aumentc de 20 diimetros.

8o biao la cuenta del nimero de colonias es 15 campos y se caleuld

el asdmero pro@edio por campo, el jue e¢ asctid ea loe resultados.

4) Titujecibn de las aglutinismse de lcs Queros pera la Brucella

gslitenele,

Para la fnvesiigecils 40 la presencia do eglutininmas para la

Brucolla molitemaie y Cu titulaclén en loa sueros scagulnecs

de loe canejoe ¥y cabras, antes y después de oer inoculados por

via oral y eebautines con Brucells mnalitensis. Se oigaid e

téenica do Buddleson y Adell (1923). iIn los resulteados se ang
tas como tituloa de aglutinecidn de las dilucicnes mazisas de
10e muerocas que sglutimaron al antigeso.

o) Pijscién do) Complemento.

Para la rsaccibn de Fljacidn del Complemento se stguid 1a tdeny

ca descritas por Kolmer y Boerner (19)8 . Llos reactivos smplea-

dos tuvieron las eigulsntes caracteristicas:

I) Qléduloe rolce de caraero.- Se preparb la suspensidn al 2%

on Buffer barbdital a partir do eangre do carnero conservada en

eolucida de Almover (i1%el). Fa la reaccién de Fijacidn del Com

plomento se emplesron O.% c.q. de ia ouspensidn al 2%,

I11) Beaclieina.- Je wad ls eolucibn sadre al 11100 de Difco y se

tituld aegin

1a thonica descrita por Kolmer y Boerper (loc. oit),
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on lad reacciones de Tijacién del complemento ase emplearon

0.5 c.c. conteniensdo 2 unidades hesoliticasa.

I11) Complessanto.- lcmo anterisrmonte ao 1ndscd o9 ued la mes-

Iv)

V)

sdomha un testlg:c cum euery

suero pegetivo comoridn, testlpc

cla de vertos cobayos, se 1i%uld conforme a la técaica deame
erite por RKciser 7 Boerner (loc. €it.} y on la rsmccidn ss
saploaron 2 unilades ccapletas em ) c.c.

Antipeno.- Se usd un antigesc de Brucella aeliteseis propa-
rade y tltuledo coaforee a les técnicas deacritas por lLeda y
Bersel {19%8). £n las reacciones 8o Fijaciba de)l coaplemento
80 usaeron 2 unldedes antigenicas (2 U.A.) en 0.% c.c., las
cualee oe¢ encoaltreron ec une dilucién del antigeso el 1:200.
k! matigeno no presentoc propiedades hemcliticas ni asnticom-
plesentarians oz titulacicnes periddices quo ee hicleron ds 52
tas propledadea aigulendo las técnices dewcritas por Kolmer y
Boerner {loc. cit.;, pera antigence bacteriancs.

Susros protieme.- Leam snngrea se obtuvieroa por puacids del

corasén de los cconejom y de ls vens yuguliar oxterna de lss
cabreaas. Se dejaron coegiiar y cobgulo retreerse a la ioapera-
turs del laboratorio duraste 12 Boras. El suoro fué separado
7 a. o8 necepario ceetrifujarse psra liberarlo de glédulce ro
jco. lLoe suercs se conasrvaron en tubos do enssye con tap&n
4o Rule s la tomporstura de *°C a 10°C basta el dia en que

@e usarorn, geserslmente maenos de un mea, y 00 fnectivaros a

la teaperatura do %4°C durante 30 minutos el wisso dle ea que

se hiszo la resccibn de Fljaciin del Ccmpleaento.

®ecnica de la reaccion.

Je umarnon i~ tuboe de hemoliasls para cada wuero problomaj

saitivo conocido, un teotigo con

do nctividad anticosplementaris
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de) entigenc, del sistems hemolitico 7 4o la euspensiin de los glébu-
100 rojos., En el primer tudo ase pusloeron 1.4 c.c. de suero fisiolbgl-
60 y 0.5 c.c. en los siguientes haste ol 1% avo. tubo. Al primer tubo
¢9 sgregaroa 0.5 c.c. deol suerc prodbloma, ae mesclaron bien Y %e trang
vasaron 0.5 c.c. al segundo y al 10wo. tubos, nuevamente se merclaron
bien y @e tranavesarcn suceaivamente de tubo en tubo 0.5 e.c. dal 24do.
al Gao. y del llavo al levo, tubos. Lan diluclones fipsles de los sue-
ros y ous teatigoa, les centidsadea jue ee adiclonarca de los demis reag
tivos y doaibe detalles 20 la tecnlca se ospecifican & continmuacidn. Ea

ol cuadro Ro, Il1I.

CUADKED Mo, 111
Técnlca do la resccidn de Fillacibn deo! complemento

Tude Suerc Antlgeno Joi. Comple- Hea. Busp,
Prob. 2 U.c.c. B5aline pento 2 u. g.R.
O,%¢.¢c. c.c. 2 V.C, c.C., 2%

1 1:20 Col - 1.0 0.5 0.5

e 1:40 0.% - agl- 1.0 agi- 0.5 0.9

) 1:80 0.% - tar 1.0 tar 0.5 2.5 aesclar
L 1:160 o.% - ceada 1.0 ceda 0.5 0.5 blen

p] 11320 0.5 - tudbe 1:0 tudbo 0.5% 0.5 y

6 1:6h0 0. - y 1.0 g 0.5 0.5 poaer

7 1:1280 0.% - repo- 1.0 poner 0.5 0.5 todos

8 1:2%5G C.Y - sar 1.0 los 0.5 0.5 los

9 1:5120 .Y - )0' s 1.0 2 he. 0.5 0.5 tubos
Teotigos:

10 1:20 - ©.% la tes 1.0 a B.M. 0.5 0.5 e B.M.
11 1:%0 - 0,5 peree 1.0 a la 0.% 0.9% durante
12 1:80 - 0.% turs 1.0 tempe 0.5 0.5 1 bora
1) 11160 - 0.5 del 1.0 rata- 0.5 0.5 ala
pL 1:120 - 0.% lado 1.0 ra 0.5 0.5 teapara-
13 1:20 8¢ 0.9% - rato 1.0  de 0.5 0.5 tura de
16 1:20 3- 0.% . rio 1.0 37°C 0.5 0.5 379
17 - 9.5 0.9 1.0 0.9 0.9

18 - - 1.0 1.0 0.% 0.5

0.5

19 - - 2.% -
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Los tuboe Kos. 10 al 14 8on testigos des actividad anticom-~

pPlemsntaria del suerc probleams.
El tudo No, 1% s teutigo con muero positivo sonocido.
El tudo Mo. 1% en teatigo con suero negativo conocido.
EX tudo Mo, 17 en teatigo de actividad snticosplesentaria
40 antizenc.
El tubo N¥o. 13 op testigo del oistoma Bemolitico.

El tuvo No. 1) eo teatigo de 1ga vus;eaeién 4e glbbuloe rojoe.

£} 1Indice Opwono-citofigico

Ea la determinacidn del Indice Cpsono-citefagico de la san-

gre do lo2 ccoeica y catram pare la Brucoells meliteneis, se

olguid le téentca de Jeralld {19%1), usendo para 1a colors-
c1ba 4o loa frotesm la tacnica de Ledn (1943). La activided
fegocitaria 49 las céd.ulep e clanificéd megin Huddleson,
Jobneon y Haaman (19)3) en:

Hsgativo., Cuando no hubto fagocitoels

Dediy., cuande ol promedio de bacterias fagocitadas por
legcocito polimorfonuclear joven fué menor de 20

Roderado, cuando fus ei promedio de 20 & bO bacterias fago-

zitadas

intengo, cuandn fue sayor & 40 bacteriaa fagocitadas,

¥ E S U LT ADOS

Ausencis de infeccidn pmtural por HBrucella melitonsis previa

8 1a oxperimentacifin.- Winguno 4o los 10 conejos y las sioto ca

bras jue uskace er ausetra investigacidén badlan sido infectedes

con Mrucells melitenais previedentc & nuostros experimentos, ha

lumgar por ie auasncia coaplets deo anticuerpoa eepecificos en su

8vero sang.inec oe decir, laa reasccionee do aglutinacion, ol In-

dite Msamo-cit:-fagico y la Fllmcién Se) complemsento a la Eﬂﬂi&lﬁl
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2elitennin, feeroa megatives coa los suerce de todos los aniga-

lec. Velse ol primer reagldém de loe cuadros Nos. IV g V¥,

1 ad patwra 302ta & Ja infeccidn oral por Bruce
2elitonein.- Caatro de lce dtes conejos y dos de loo slete ca-
dras moatreroa inaunided natural lnnata & le infeccids por via
oral coa Byrucellas ®e13%98618, Ae jusger por la negetividad per=
aistente on todas lzs reaccionse seroldgicas, reacetdn de Evdd-
leadn y do Fijaciéa del complements, as! come loe homocultivoa,
Suraste todo el periddo del eetudio; contrariagente a lo obeerva
4o ea oe 6 conejos y % calras rectantes, oz los que eeas resccig
Ree fuwerca coasistontemente positives y en una cabra tasbila gl
hemogultivo fué positive, como puede obeervaras ea loe cuedros Roa,

iIvy v,

Ausoencie dy releclédn unire 1 inamwnided paturol issata a le

L;{!cct&a por via ora) con Brucelle moelitercio v loo factores

35§ag§§iriqog 40 Aa Lzzunidad.- Ea el cuadro Ho. VI ae obaerva

qQue &) comtenido de Froperdin es el swerc do los 10 conejos varid
entre 8.0 y 16.6 ualdadee por c.c.i el comtsnido de complemento va
45 oatre 5 )).) unidadec y lap propiedades bactericidas o dbacteriog
titicas de 108 suercs se manifestaron con un desarrollo ds colonias

8o DBrucolle molitecsis que varid entre 2 y 200 por cazpo. Compera-

dos 108 reeultados obassrvados en los conejos que no ee infoctarom
despulo do la tnoculacidn oral con loa obmervedos ou lod que 8i oo

isfectaron, 8o se emcuentre uma definida rolaciba entre loa factores

ineepsc{ficos do la inmunidad y la resistencia s la infeccidn coa

Brucoils melitensis por vis oral, pubs lo elemo rostetioroa le im-

feccibn conejos com alto que con bajp costunido en fetos factores

Que oo infectarca por igual los jue tuvioron alto o bajo el comte-
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de loo misaca.

CUADRO No.

v3

Ansoneis de relacifn entre lammsceptidilidad ¥ la iasvnided a la

iafoceida oreal por Brugells Ae11t0R848 ¥ el comtenido de factores
tacopecificos do la ingusidad por o) ewero aangwineo da 10 zomejos.

Cone

o Properdia Cogplemmmito Acotld Dectoericide Reslotemein & la

Bo. seidsaden  uaidades fo. deo colonias infeccila orad
per c.c. por s.c. por cempo. por Br. goliteasis.
(1) (2) () (&) (s)
b} 16.6 10.8 by Iagung
2 8.0 12.9% 7 Susceptidle
3 8.32 33 6 Saaceptible
h 8.32 18,2 6 lgomse
3 11.1 16.6 9 Susceptible
6 8.3 16.6 2 Izgmze
7 1.1 2%.0 200 Susceptidle
8 1.4 20.0 20 Suscoptible
9 8.2 10.0 . lameae
10 8.32 -5.0 9 Susceptidle
. 2% 3
?2 200
71 Testigo del numero de bacteriss en la esspensibsn.

k4
2

Testigu del degarroilo de 1a Brucella !3}1105011 en presencis

de conejo ealentado.
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Assencis de jnsunidad natural imsata & ls infeccibn por v{a pares-

yeral con Brucellc welitonsis.- 1os custro conejos y lss dos ca-
bras que hablen wmoatrado insueidad matural ienata frente & la iam-
fecclidn por via oral ee meatrarom totalasente susgeptibles freanto a
la tafeccidn por via parenteral, ha jusgar por la aparieifa d4a agly

tinines peres Prucclle melitensis & tituloe persistentesente positi-

voe do 11200 s 111l0Den 91 euero sangulnec de 8ace conejos y cadras,
asi como por la poeltividad del lemocultivo on las cabres, coso pue-

de observerse ec loe cuodros Nce. 1V y ¥,

Ausencia de reiacidn eatrs izmunidad maturel innata v ia inpanidad

poteasiel sspecifica.- Ko Jos cuedrce Nos. IV y V, ee obeerva que

despuls de 1s inoculecifln con Brucells melitensia por via pareateral:

) £1 titulo de las sglutininas pars doe¢ germen sumentd en todos
108 conejos y lma cadraz en relacida al que presentadsan inmediatessp
te antes, en los enimales que oe hablan infectado por via oral, & se
Eizo positive es los cascs que eran negativos por no haberse infecta
do por via orel, & se Biro positivo sn los cesos que eran negetivoe
por nc haberss infectado por viam oral;

b) Los titulos mbximoa deo aglutisecibés alcansados veriaron entre

1:200 y 1:1000.

Comparados los resultados observados en los animales ¢ue no 8
infectaron después de la imoculacién oral con los obsasrvedos en 100
que 8 ee infectaron, no me encuentra une definide relacidn entre
loe titulos uaricos alcanzados & ls rapides con que 8o slcansaros

y la remiatencie a la infeccidn con Hrucells @meljteneis por via oral

que heblen mostrsic, pues lo mismo resietieron s infeccién loo ani-

®s .08 couc altoa t{tulos y répide respusote que los animales oom b&jos
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titulos y lenta respuesta al estimulo antigénico comstituido por
la infececidn parenteral, que se infectaron por iguel los que mos
traros altos o bajos titulce o riptdn o lenta respuesta. Por lo
tanto es esparents que no hay relacién entre la inmunidad natural
inaata a ls infeccidém por via oral y la inmunidad potencial espe-

cifice a le infeccién por via parentoral por Brucella melitensis.

54 hablendose obsorvado que hay imscenided matural innata a ls

infeccién por vim orel con Brucella melitensis to se encueatra re

lacidn entre ésta y los factores ineapecificos ni los especificos
de la inmunidad demostrabtles en la aangre, es de¢ inferirse gue le
iasunided nztural innata ea sate casc depende de factoree due pro
bablemente wctian on el tubo digestivo y que estan quiséa pfocontcs
en las Bucosas que lo revisten. La democatracidn de le existencia de
€s08 factores y su naturaleza debe ser objeto de posteriores inves-

tigaciones.

CONCLUSIONRES

l1a. Existe en algunos individuos de las especiss caprise y eo-
Bejuna immunidad aatursal innata a la infeccidn por via oral ecoa

Brucella melitensig.

2a. W4 los individucs inmuwnes ai loes susceptibles a la infec-

ctén por via oral coam Brucelle melitensis wostraron insunidad a la

inoculecidn por via parenteral con los Rismos gérmenes.
Ja. La inmupidad astural innats a la inoculacidém por via oral

con Brucella melitensis no depesde ni de los factores aeroldgicoo

tasspec{ficos ni de loa factores aeroldgicos especificos de 1a izmy
aldad.
ss. Es de presusirse que la insunidad natoral ingsata & la imo-

culacids por via oral 2 la Brucellas zolitenais doponda de factores

iaherestes & lag mucosss que revieton el tube digentivo.



-

AT TS LN OGRS HBIOGL T DS RS TR OS2 T CHLESOS m
VAU RS Gl 8 AT T AW 1 NS Y SUBCUTRNE? SOk Bk

AN LS ALACAW LY S LT | T LI T LA O AR AT C FEAOC L

Y20V L AR Al
La W 0000 to A5 COLESO Ao
e a e s e A ol T otatsTstslrlalafre]l s [l 14
H i ' . 1
e L wtae - - - N S [ R N AR S R T |
b e . . . l . . . . . RNUNS SR SR -
O 70Nt N SR N A | P }
: : ! ! i
NN - . ? . 1 . e p—
LS 10 s A { -l -
S [ S SR - 3
! i ! ;
SART LR ] ! ‘ % :Z -l -]-1-
. e e e ? - e - %r - _‘
SR AT QT - s N R SR R
. . . . b 1 [ S SR "
LAS.0 00 S6 008 { | S R R
E——— S R et = .
WS 4BV RN N | |
b S vl b q
L UL ES O 4 OV ! ! } -1 -1~
- i ! O e B SIS G
Lot 0 28 i | ; | S R
J . - S . - } o N S P S
RS FAIP TE R PR ] 'i -1 -} -1 -
R ( S — i
h |

Tohe a0 3 B LWL LU DCE T VO MW OO COVLT

LSS (0 2D ) O ST ML TS O OGS AT

P TARAN WSS LI RO D0 AW b JUSCY WA (D WU SAVCRD O 35 sy COS O
.

Mgt CE SISO VWS S A e IR LT AN ESTNDD P &~



/_: <A

- -
PR ) L

T ASRIOC TIEOS i TS 2D CHESOS TS ~ SO ST T 5Lt
LTS AR 1D OVt SUBCUTONET SO BRUE T 0 ML W55,

> 4 -7 &y 3& - = 3 -—— .
U D7 IR XTI N AEAMOC T O VOICE PSOAVD CITOVG/CO
Ao. IS cote, (o, Jf Covrvo {o OF Ccov O
213|415l ]7 18190} jels 14 isielr7ia|alwl - TeTsTs 151671819 170
. S — - - NG U S S SR — -
é I
gu a @ '.
— - - - - JRSSED SRV S S e R S '1_ - A Y SRR : - V
- |- - R O T R B N A IR LA RN 7
A T T i R i AU I B T T S Sl Rl
i | [ i i
! -l -]~ - I N T S S VI T2 A IV B R I RTR VR
B RS S B P SR RS S SN S . RSO SUU S S Y S P ST S
- B T S EEER AUV BEE I PR /- B L I - - - - - i i A B B B R B B N N A B I ]
P NN TR [y S U S— R S - S - e
_ ~ | o ) Fa R
i : T . h B
WY JEGNY SUUNENUIRY NI SURPREDY S b - - T — Y
i
!
P L o e it S R i S N e T PRESPRY S — [ S SRR T ———e
NN
. i U S R SO S S S S IR0 U SN SR - i . 1§ S
S gy p —_ S SUp—, . DU S S - S SN SR S
h -

.

Mo WO OLC DT WOCUD AN U0 UL D (QVTTIUSUO TO0 Ml OV

i) W

U B R P B A e B 1 B U N N N 2% PO R L SR A

| S0 WIAZD COt vl SAIC D O I8 U LQOES I8 SECUELES DL ey g I

ST AT OTALLID,

Al nl0S

o

.
IS Lo S OPESTRUI) ) CC & TS COUSTD,

D -
7 -
-

Dea,
-
PR ot B T3]

ALK RFEN




e S A A AL

st

KF2CCIOMES FA/AILRIC, O 205 ¥ HEN

AT LT 288

-

SIY L g

T

FET I3 WU R T8 PO L S W )

TITULO O &0 &L COU 1of FLOCAAY M L

HEMOCUHLTIVOS

BN

S—

R

3

4

_ A X c08L47
; Z 3 4 3 [

LU LS DO AL 2ESE

QrsAes ar
—

1777 o careTiave " Tae AF-N

LESAULED A5 T4 i3S

a I

DESe LTS LN

XSS OS

pocor m e e

DS 7

QLSS I

JES A8 DF

DESAES OF

RERTAT o I U

LV Tk e

SO

dESACS AN

e e e e e

DISAALI ¢ 57 .3

S

.

S N
LVOCL LI 108
Wil SUBCUTIANL S

DESPLLS Dr

RE TGN

LY R

B 28 5.1

NS

PATTIRISLY

5o

3
i ot ar

P I A

~

O /08

Nh Ay

b JIR )

et

CRA e

ERECR &)

‘ a" \‘.'l

. "

TAv

.
" . ey
- v

i

[

T

|

PO

IRUSEAY

: CETHOS eRSCTSIIS D P U305 INTES Y PrRIoDICOME,
SUCES B SALEATT A L S O Y S BTAER JON BRUCS(L.] AIELITE,
-

?
L
£
S
- o Y e PR
& :
T . . -
3 ! !
e e P
- 1 ]
i ;
H o~ »
Y I
Co
,.ww.;“...‘-i SRS SRS S S
N
o~
;| ©
] LI ’ ]
i
it L3
}
4 ' oy i ¢
R S o I
l P :
§ ’ 1 i !
p—— - o -
i l ; ] } !
i i ! : i 1
RS S .. l [ ¥ e e =
i R ~ VT T T P S

’

S .

¢ : - -
P o B B APV B I
- S ~ -
i ‘ - L
; b ae| | eel
- rininn s \: . ‘ -
| - - - 3« - -
o : —t - ;
! - - - Ae o= -

£
1
i ]
N
) !
+
S

L N I Y R e e S LA BV I S C R AT TAR T2
4 NN [ G PO St N S 1 P S, . AL L DAY LT TSRS
ST wTaL e 0 LT LM D i WS L s S S G TR RATES Y ATSAES Y




WSV NEAIOCN )

\i

TVOS AVICTICIANS 03 7 TIANIS INTES 3 LE10DI CIMEN T IESUES

ICHTE P00 12 ot ¥ SUBCUTAVED JON BOUCECL.? $/EL 1 rEal5 s,

SOV |TITHLO DELRD ACEI0M OF FUBCIOVXG C. HEMOCULTIVOS MOKE OPSOLD  CITOAIGICO
Ao, D& CRALS A O CORLT LU LN e
z 4 e st s e -l tels o IsTel 7o TaTsTaTlr
L ) ) _ } . i B ) . } _ B
— - R ——— e ’L._ P e m
- {rdo|rsmol 00 -~ - S SR SR I S N R I D N
. 4 — - . ROV ST S SO S —— A —
: i H
- SR R N T R R ! Loy
) ! i L :
f A A S
11258 - - - - ‘ ¢ H !
i { 1 i s
| y ) SR S — _ ; {
5 - - - - L : § o 1 l ’ ‘
- T i ~W’W ’ | i ! |
25§/ 640 11801 ) 80} - (80| - |l4o] - | - - = - | ! ! i {
Z i W W S ; 1 ‘
s i - _ - ~ * (- - . !
;x R S ,_+ - T 'T. e __.! g . .
) B A T R T S _% Y
5 ; ] i
i R a !
1. e I :
i [ 4 : { ~ = L
* 800 ‘ - - - ALl H g
. . i }
1100 - - - ac| L as - : !
1 - v l E
T 30 - - - as - agq - i !
: - o i f | ;
' 30 ’ - - a4 { l ¢ !
_ SRS SO - e Tt
¢ .
25 | i L P
a . .' R
50 | S S St I S AU AN (SIS S S U S
T T Py + |
1 30 ol I . ! | !
- i S i - HERt St Sl o
o -1 y 1 |

L850 Al/iL O AN

el
T REORINY AL S VAL

s 1O D/ OC 0 JO00 A (ORES D0 LA VES

RO 1959, 10 DL osoe *
P W 7O AL MES N SRS

PR 4 T/ S}

Ly D000

[ BTN DAY




REPRRENCIAS

Aloever, J. 3. 1941

7
Adneliey R. B.

Boker, 3. k., 1943
L. Mllemer, y
8. Beifter.
Oooen, J. 9. 1933
Gowen, J. ¥. 1943
7 R.L. Cal-
doun
Gowen, J. ¥. 19)3s,
y 1933b,
1 .
R. O., BSchott. 3330
Bang Hire- 1954
chasa .
Buddleson,I.?. 1928
Ireing, M. B. 1929
19))
Irwing, H. 1. 193
yT. P, 193}
Ruge.
Xolmer, J.A. 1938
b4
P. loermner.
Kolmer, John A 194)

J
Prees., Boerter.

" A Nev Method for the Preparstion of
Dilutel Blood Plasaa and the Operation
of A. Complete Transfusion Service®™.FNevw
York State J. Med. 4131126

" lamunochemical Studies on human Se-
rus.l.- Rusan Complement and ite Com-

jonents®™. Journal of Insunology 47:185
Quart. Bev. Biol., B1318

® Pactors affeoting Oenetic resistance
of mice to mouse typhoid™. J. Infec.
Die., TI140-56

J. Byg., Camd., 331370
Amer. J. Eyg., 181674
Ivid., 1Bi1688

Department of Blochoaistry, Festern He-
serve University, referido por Flllemer,
L.L., Blusm.

* Bapid microscopic sgglutinatios for
the ssrum diagunosis of Bang's asbortion

dlseaze®, J. Inf. Die. 42:242-24T?

Qenetice, 141337
J. Immunol., 24:28%

Proa. Soo. exp. Biol., K.Y. 2912995
J. Inmunol., 24134}

* Ap;roved lLaboratory Technic®
D. Ag;leton C.ntury»Co. Yew Tork
622-62%

Nothodos pare llevar a cabo las resc-
colonoa 4o Pijacidn del Complemento
on la 8ifilie u olres onfarneliandes.

Méicdoe de laboratorio Cifnico. 69T-661




Lasbders, ¥. V. 1932

lasbery, ¥. V. 1926
Y

C. ¥. Tnox.

landsteiner, 194%

K.

lada, i.P. 1948

ledn, A.P. 1957

leéa, A.P. 1948
y K.

Bsrmal.

Pilleger, L., L., 19%6

Bluam, I. K. Lajow,
L.y Wure y B. V.

TodA.

Pilleser, L. 1941
b4

E. RB., Boker.

Joursal Issusclogy, 231229

Iowa 3tate Coll. Soi., 21179

“Tho Speoifiolt of Serologioal Raeso-
tions® Harvard Usiv., Pres¢., Cambrid-
&9, Kaso.

® Acoldéa oimérgiocs dol Bulfemfa y 1la
Penietline sobre la Salocnela Pyphy*
Rev. Inet. 8alud. y Bar. Trop. Héx.
Towo 1X, 1112

fetudio plloto en ladorstorio de Beote-
riclogie, sodbre la Inmunidad Batural
pare Br. melitonsis, comunicaciér por-

noaal .

® Ideatifioscidn de la espeoie do Br.
{nfeotanta, por ls reacocidn de Pijeoidn
del Cosplesmento a8 los cssos de PBrucelo”
sle”.

Bev. Inet.B8alud. y Enf. Trop. Néx. IX
3e199-229

*The Properdin Bystes and Insunisy:
II1.~ The Zymosan Asesay of Properdinm®.
Journoal of Rxperimontal Medioine, 10}
1-13.

* Antioomplemcntary Pactor in Prenech
Tesat™. Journal Biology Chem.,
137129,



Pilleser, L., Bluse, 1954
L., lapow, B. L.,
Roes, O.A., Todd,
2. 9., y Yardlav,

A'c.

Pillosmer, L., Blua, 1953
L., Peneky,J., 7

I1.8., Lepovw.

Pillewsr, L. 1955

Schoendberg, N.D.
313‘. L-' , L'l

Purs .

Pritchesy, I.¥. 192%
1926a,
1926%.

Schott, R. O. 1932

Schftae,B., 1916

Gorer, P.A.

y Pinlayeon, ¥.KH.

Sedbater, L. 7. 1923
1924a,
1924Y%,
192%
193 }s,

933>,

® The Properdin f8ystes in Immuni-
ty.I.- Democstration an Jeolatiom
of a New Borus Proteln, Properdin,
and ite Role in Inmune Paencasan®.
8otence 1201279-28%

® The requerimert for WHagnesiun
Ione 1o tha lnsotivation of the
Taird Coapcaent of Busegn Comple-
sent (C')) by insoluble Eesidues of
Yeast Calls (Zymoedn) ®. J. of
Issunology, 7T1+331-338.

® Properdin 8ystes in Iamunity.
I1.~ Intsraotion of Properdin 3ye-

ten with Polyeacharides™. Science
1221949
J. sep. , Ned., 41:19%

Iv1d4., 431161
Itia., 43114}

Genetioce, 171203

J. Hyg., Casmbd., 36137

J. Rap. Wei., 138145
Ibvid., 191129
Ivsd., 3918794
Ibad., 42114

Ivad., ST1790
Ivii., 97:819.





