LA PRODUCCION DE UN ANTIGENO
PARA LA PRUEBA DE FIJACION
DEL COMPLEMENTO
EN LA ANAPLASMOSIS *
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Bl Burcau de Industria Animal se ha visto en la nceesidad de disponer
de un fest dinguéstico de la anaplasmosis.

El estado agudo de esta enfermedad puede ser seguido, ya sea por ane-
mia y muerte o por el restablecimiento con una activa inmunidad acompafiada
por la persistencia del agente infeceioso, haciendo, en la mayoria de los casos,
portadores de la enfermedad durante toda su vida. [Estos portadores parecen
normales v no pueden ser diferenciados de animales no infectades ¥ pueden per
manecer como una constante fuente desconocida de infeecidn.

DIAGNOGSTICO

La enfermedad puede diagnosticarse con exactitud en los casos agudos
mediante comprobaeién en las células rojas sanguineas de corplsculos margina-
les cuando el porcentaje de estas eélulas rojas afectadas es de 0,5 % o mis:
si lo que parecen corplisculos marginales estin en un poreentaje inferior al
0,5 % en relacion a las eélulas rojas, un diagnéstico pesitivo es dudoso, porque
en numerosas ocasiones se han encontrado algunos corpiisculos similares en ani
males normales. [n portadores de anaplasnosis, la enfermedad puede diagnos-
ticarse con exactitnd por extraccion del bazo, lo cual induce a una agudizacion
de la enfermedad acompaiada por la aparicién de cuerpos marginales en las
células rojas sanguineas; o la sangre puede extraerse de los portadores sospe-
chosos v luego inyeetarla en vaeas maduras o terneros suseeptibles cuyes bazos
: j \ fin de hacerlos mis suseeptibles, desarrollindose en ellos la
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Otros tests diagndsticos se han aplicado a la anaplasmosis eon muy poco
éxito. El test de fijacién del eomplemento, cuando se aplic6 a la anaplasmosis en

dos investigaciones previas, evidencié que este test puede tener valor prictico

para diagnostico.

PRODUCCION DE ANTIGENOS

Los autores, rcconociendo la importancia de este trabajo previo, empe-
zaron a investigar métodos pricticos de produccion de antigenos con los cuales
se pudiesen producir mis grandes eantidades de un antigeno’ satisfaeforio
para el test de fijacién del complemento. En un ndmero de hovinos sc hicieron
antigenos de sangre en considerable volumen de células rojas sanguineas lisadas,
lavadas, citratadas, de casos agudos de anaplasmosis, [Estos antigenos fueron
preparados de acuerdo a la téenica usada por el Ejéreito para la produecion de
un antigeno usado con el test de fijacion del complemento para el diagndstico
de la malaria. Un ntmero de dificultades fueron encontradas y superadas  en
la produccién de este antigeno.

1 nimero promedio de cuerpos marginales por células infectadas ylal
aproximaeién patron de invasion pardsita que acompaiin: un aumento en las
ctlulas rojas parasitadas, esti mostrado en el cuadro 3. Estos antigenos de
sangre de bovinos parecen ser espeecificos para la anaplasmosis y dieron algunas
buenas reacciones positivas y megativas con muestras de conocidos sueros po-
sitivos y negativos. Sin embargo, los tests fueron un poco dificil de lecr a eausa
del alto color hemoglobinico contenido y los estudios continuaron para eliminar
este objetable hecho.

Otro-antigeno de anaplasmosis, antigeno de sangre preecipifado al didxido
de carbono fué preparado de acuerdo al método descrito por Heidelberger v
Mayer. Los antigenos preparados por cste método de vaeas normales e infee-
tadas de anaplasmosis y caballos normales se encontré que no son satisfactorios
para los trabajos de fijacidn del complemento en las anaplasmosis. Los investi-
gadores observaron que una considerable cantidad del antigeno estaba perdidn-
dose durante el proceso con esta téenici, y también se noté una mareada
diferencia en los resultados del proeedimiento de células rojas de bhovino y
equino. Varios cambios en la téeniea fueron hechos y se hieicron tests para
corregir las fallas del método de produeeion, después la mayoria de los antigenos
se prepararon de casos agudos de anaplasmosis eon alto nimero de células rojas
parasitadas que produjo un mejor antigeno que el antigeno de sangre de “hovino
preparado del mismo animal y fueron también librados del objetable alto color
hemoglobinico contenido. =

FUENTE DE MATERIAL

La fuente del material infeetivo de anaplasmosis puede ser sangre de un
caso agudo o de un conocido animal portador. [l tiempo aproximado que se
requiere para producir un caso agudo cuando se comienza con un portador como
una fuente animal, esti mostrado en el cuadro 2 ¥ puede ser compavado con
el uso de sangre de casos agudos mostrados on cl cuadro 1. Se ha demostrado
que sangre citratada congelada de un easo agudo almacenada durante trece




.. TRODUCCION DB UN ANTIGENO, e 49
meses i temperatura de —50° a —70° ¢ e invee
resulta un caso agudo con veinticuatro L:;":;(“;lc“(‘r”::\oi«fﬂ ';i l.nHl VM-{E HOHPM
cantidad similar de material infectante de‘t miqmpoC :-)(0 s e L

: ] . : i aso agudo saeado en ¢l
niismo momento porf) myeetado inmediatamente a un animal susceptible, resulta
|1.|1 caso agudo con inmediata multiplieacion parasita sin un periodo (le’ incuba-
cidu, [sta diferencia en ¢l periodo de inecubacién demuestra la gran pérdida G‘ci
agente infectante por congelamiento y descongelamiento. i

L inactivicacion del agente infeetante de anaplasmosis por congelamiento

v descongelamiento en mis de noventa animales bovinos que fueron inyectados
con ctlulas infectadas, lavadas de veintiséis casos agudos, las céluln; fueron
ripidamente congeladas y descongeladas seis veees antes desser inyectadas. Nin-
guno de los noventa animales inyectados se infeetaron de anaplasmosis. El uso
de sangre almacenada en hielo seeo de casos agudos parece no tener ninguna
ventaja sobre el uso de sangre de portador al reducir el comienzo del tiempo
de produccién porque los periodos de incubaeion obtenidos con ambos métodos
son pricticamente los mismos.

PRODUCCION DE ANTIGENOS EN ANIMALES

Los mejores animales para la produceion de antigenos aparentemente son
terneros normales vigorosos de 12 a 18 meses de edad, pesande de 400 a 600
libras, maehos o hembras, a los cuales se les ha extraido el bazo treinta o sesenta
dias antes de la feeha de inoculacion. Terneros mis jovenes son adecuados pero
no reditdan suficiente sangre. Animales mds viejos con y sin bazo han sido
usados con algan éxito, pero se encontrd que ellos eran muecho menos uniformes
en susceptibilidad que los animales mas jovenes. lis también aconsejable usar
animales que nunca hayan sido inoculados con ningiin producto bioldgico, inelu-
vendo sangre normal o suero de otros animales normales, porque tales inocu-
laciones parecen influenciar la suseeptibilidad de los termeros y probablemente
causan algunas de las variaciones de la susceptibilidad en los animales mis
viejos, los cuales, generalmente, han tenido algunas inyecciones, tales como
vacunaeciones o inoculaciones, en su vida.

Tista causa de la variacion de la susceptibilidad se menciona ¢omo un
importante agregado a las ¢ineo ecausas generalmente atribuidas de variaeion
informadas por Lotze, a saber: 1) edad y condicion; 2) resistencia indivi-
dual; 3) cantidad ¥ caviefer de la inoculacién; 4) capaecidad del individuo

para regenerar las ¢élulas rojas; §) viralenein -del agente especifico,

METODOS DE INOCULACION

agente infectivo de la anaplasmosis es uno de los mas
produceién de un buen antigeno. Ll uso de-sangre del
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1,5 inoculacién del
importantes pasos en 1a

i

portador a una dosis a : '
eada easo agudo en el pico de su infeccién aguda, usualmente requiere

chado de !
cuairo meses para producir un

4 6 mas
antigeno satisfactorio. :
TBstudios de la infectividad durante un periodo do dos

sesenta animales fueron usados, haciendo ripidos pasajes el series de tres ]:1
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puede resultar un alto poreentaje de células rojas infectadas y producir un anti-
seno satisfactorio cuando dosis infectivas masivas son dadas intravenosamente.
-} .,
La sangre de dadores agudos se cosecha en un igual volumen de solucién Alsever,
el momento de infectividad méxima de las células rojas y poco despudés.
T este momento el volumen de las células rojas usualmente promediari
mis o menos un 10 % del total del volumen sanguineco.
La solueién Alsever se usa ¢n lugar del anticoagulante citrato de sodio
porque parece disminuir la cantidad de hemolisis de las células rojas fuerte-

eI

mente parasitadas, las cuales son mucho mis frigiles que las células rojas de
un animal normal. La suspension de células rojas en solucién Alsever se cen-
trifuga en botellas “pyrex” de 250 e.c. a 1.900 r.p.m. durante veinte minutos,
después de los cuales el liquido sobrenadante se sifonea y se da a las células
rojas un lavado por resuspensién en solucion fisioldgica salina v se centrifuga
otra vez durante treinta minutos a 1.900 r.p.m.

51 suero salino sobrenadante se saca, el volumen de las eélulas rojas amon-
18 se resuspenden en un igual volumen de

tonadas se mide v las células ro
solueién fisioldgica y esta suspension salina de eélulas rojas parasitadas se inyec-
ta intravenosamente en ¢l préximo animal de pasaje. El tamaiio de las dosis
infectantes debe variar de acuerdo al tamaiio del animal de pasaje que seri
expuesto. A dosis de 500 c.c. de eélulas rojas amontonadas suspendidas en 500 c.c..
de solueién fisioldgica, fué la dosis usual elegida para el animal promedio
de pasaje.

Esto representa las células de mis o menos cinco litros de sangre de un
dador en estado agudo. Considerable precauciéon se debe usar cada vez que
dosis infeetivas grandes de casos agudos se inoculan intravenosamente en los
animales que serin expuestos; como sintomas de severo shock pueden comen
zar de algunos minutos a algunas horas despuds de la intervencién y vesultar
muertes de los animales cxpuestos eon la pérdida del material de pasaje. Este
toxico o agente productor del shock se encontré que estd presente en el suero
de animales infectados y en sus células rojas lavadas. En consecuencia, el
margen de seguridad de las dosis grandes se aumenta por extraccién del suero
‘.\' resuspension de las eélulas rojas infeetadas en solucién fisiolGgica, antes
de inocularse. Ademas, al darse en varias dosis el material infectivo, a inter-
valos de una a dos horas se aumenta el margen de seguridad. La mayoria de
los casos que muestran estos sintomas de shock responderin temporariamente al
tratamiento con una inyecciéon intramuseular de epinefrina (epinephrina hidro-
clorada) pero puede matar mis tarde (de la noeche a la maifiana) a nienos
que los animales expuestos estén mantenidos bajo constante observacién durante
un periodo de veinticuatro horas postexposicién, tiempo durante el cual la
epinefrina debe ser administrada eada vez que los sintomas de shock reaparezean.
No es usualmente necesario administrar cpinefrina mfs frecuentemente que una
sola vez eada hora en casos severos. La dosis tnica de epinefrina al uno por
mil que se usé, oscilé de uno a cinco centimetros ciibicos, dependiendo de li
reaceion del animal.

Antigenos satisfactorios se han preparado de terneros ¥ vaeas esplenecto-
mizados y de vacas con bazo. Es necesario observar el curso de la entermedad
muy e.striet:unc-ntc, haciendo registros diarios de la reaceidn térmica, volumen
de las células rojas, numeracién de los parisitos de las ¢élulas rojas v reacceiones
0.]111'[(:{[.‘;} puest9 que el animal puede pasar el pico de la 111\'nsi6u.parz’nsim de
las células rojas v morir antes que las células rojas parasitadas puedan ser
cosechadas.”
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Cuadro N* 1

Sfoee 3 ! ' 2 las 1S 16
Efceto del volumen de las dosis sobre ln duracion del periode de incubacién

Animales surtidores en estado agudo,

Nimero Nlmero Dosis en c.c. periodo de
del zn_mnul del animal de sangre anaplasmosica incubacién
surtidor muculado (aguda) . (dias)

. 4

Vacas no esplenectomizadas

-

3017 2418 0.0002 32
3017 2928 0.0002 34
3065 2831 0.0003 21
3055 2738 0.0003 31
30565 2777 0.0003 31
1868 1848 j 15.0 22

Terneros esplenectomizados

2528 2563 160.0 17

193 J 2879 200.0 10

2259 2680 200.0 6

2596 2375 400.0 3

2942 2941 500.0 e |

2941 2926 500.0 1

2826 2818 /" 1000.0 1

2818 28653 1000.0 |

2868 2856 2000.0 s
Vacas esplenectomizadas

-2936 ;

2937 2705 * 4300.0 - w1

2938 ; :

2946

2936 : .

2937 2126 % 4300.0 <3l

2938

2946

2936

2937 2766 # 4300.0 A

2938

2946

# T,a dosis de sangre infeetiva tabulada rcpresenln’cl .\‘Ollll.l‘l(‘ll‘(l:) 1{1
smfgro anaplasmosica aguda. Sin embargo golamente las células 1]0_]-.m 5.':;: glxq
3 { ; ¢ H 4 H « ) Q 1 e S.
neas de esta sangie resuspendida en solucién fueron inyeetadas en los anuna

L i - <

#% [ndica un periodo de incubacién de 1 dia o menos.

.\
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La velocidad observada del aumento de las c¢élulas rojas 11;n'usi|nd;nﬁ cen estos
casos agudos infectados artificialmente se duplica e¢ada veinticuatro horas ¥
usunlnwﬁtn aleanza ol maximo dentro de siete a nueve dias. La sangre usual-
mente se cosecha de animales infeetados, poco después que se aleanza el grado
méximo de lu invasién pardsita de Ias cedélulas 1O Jis.

Il area operatoria se lava, se afeita, se desinfeeta y se anestesia local-
mente. La sangre se recoge de la arteria carétida en frascos cerrados conte-
niendo solueién Alsever si es para reinceulacion v en frascos conteniendo citrato
de sodio enando se usa para la produceién de antigenos. Il procedimiento de la
centrifugacion y extraecion del suero de la sangre citratada, se comienza inme-
dintamenie que se cosecha Ia sangre; entonees se lavan Jas eélulas seis veces
en solueién fisiolégica. A un volumen de las células rojas lavadas se le
agrega aproximadamente treinta volimenes de agua destilada helada saturada
de diéxido de earbono, la enal es entonees agitada v colocada en un refrige-
rador foda la noche.

Un preeipitado blanco rosado se forma v se deposita en el fondo del reei-
piente. Al dia siguiente, el liquido sobrenadante se saca. Bl precipitado se
centrifuga v se lava en agua destilada helada hasta que el liquido sobre-
nadante no contenga color: esto usualmente lleva tres o mis lavados. El pue-
cipitado de diéxido de earbono es soluble en agua salada v gencralmente mues-
fra una reacceién dcida de mids o menos ph 4. Ta cantidad de preeipitado
lavado amontonado se mide, la acidez se¢ neutraliza con 1,2 % de bicarbonato
de sodio ¥ solucidén fisiolégica sc agrega en suficiente cantidad para hacer una
concentracién standard de antigeno igual a tres veces el volumen del preeipitado
amontonado. Terminadas estas operaciones el producto es pipeteado en ampo-
llas, liofilizado, cerrado al vacio ¥ almacenado a temperatura de —50° a —70°
liasta que se use. El antigeno al ser usado se le Festaura su volumen original

Cuadro N°? 2

Efecto del volumen de la dosis sobre el periode de incubacién; surtidores son
animales portadores.

Ninero Nimero - Periedo de
del animal del animal Dosis incubacion
surtidor inoculado c.c. 2 (dias) :
2026 ; Ternero 2940 10 : 33
2026 LR 2956 10 39
2026 1 2943 10 33
2026 Y 2793 50 39
1368 2 2976 280 24
2580 22 3055 500 14
2580 H 3017 - 1000 : 11
2580 R 007 1000 9
2026 Novillo 3023 1800 12

3055 » 3092 2800 6



- p—

e e —

LA ..I.,.EPPUCCION DE UN ANTIGENO, ETC. 053
con agui stilad: rolij: i
.fIlL .(]C‘itlll(lll prolijamente agitado, cnfonces se centrifuga lentamente
YT PO A e e ; s :
1 epositar cualquier particula disuelta ¥ el material sobrenadante se saen
S i SHE & e o. . ; ; X i BERESC
para trabajos de fijacion de complemento.
,'\llt’lg('ll()nl' satistactorios se han preparado de acuerdo a los métodos des-
(nun'n Lk arriba y almacenados durante dos’afios o temperaturas de —50° 2
L o . 2 PR S o : v z i
f0%sin ninguna pérdida apreciable de la antigenicidad. Sin embargo, mues-
I ot} 3 o1 « I8 1 = '
tras testigos almacenadas a temperaturas de refrigeracion, parecen mostrar una
trel 3 Arel el « 3 . 1 11 o . 2 : .
mareada pérdida de antigenieidad, después de algunos meses de almacenamiento

Cuadro N° 3

ol » - | 1 A
ifecto del aumento en el poreentaje de las células parasitadas sobre el patrom
aproximado del aumento de los parisitos en las células rojas sanguineas
2avre 1 il ne * 3 4 i 1 3 )
Porcentaje de eélulas # infectadas mostrando aproximadamente:

Porecent. N9 prom.

de de epos.

ecél. pa- por cél. 1 epo. 2 cpos. 3 cpos. 4 cpos. 5 epos. 6 cpos. T epos.

rasitadas infectada por cél. por cél. por cél. por cél. por cél. por cél. por cél.
5 1 100 — —_ — — — A
10 1.12 88 m o = — — o A
20 1.26 77 20 v3 —_— —_ e —
30 1.34 70 24 4 1 —_— — —
40 1.43 66 26 6.4 1 0.5 —
50 1.60 54 28 10 3.6 a1l 0.1 —
60 1.83 40 30 18 4 2 0.5 —
70 2.06 38 38 16 i 2 1 —

80 2.56 24 25 30 13 6 1 0.6
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# (Cglulas numeradas: 7.120 nornales v 2,827 infectadas.



