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ESTUDIO DE LA PRECIPITACION EN EL DIAGNOSTICO
DIFERENCIAL DE LAS CARNES (1)

INTRODUCCION

No tiene el presente trabajo la finali-
dad exclusiva de cumplir con un requisito
para optar el titulo de doctor en Medi-
.cifia Veterinaria, sino el de contribuir a
un estudio no abordado aun por nues-
tros investigadores y que merece nuevas
iniciativas para llevarlo a un campo mas
; préctico.

La aplicacion que hoy en dia se da a la
precipitacion se reduce al campo de la
medicina legal, quedando amplias pcrs-
; pectivas inexplotadas, pero 110 por eso me-
nos importantes que la que tiene hoy en
la medicina humana.

El franco problema de las posibles adul-
teraciones y fraudes en las industrias do
la chacineria podria encontrar en la reac-
(cién de la Precipitacién un valioso apor-
te. Hoy en dia no contamos con un pro-
cedimiento de orden distinto que permita
a ciencia cierta identificar las carnes que
constituyen el fraude, y es de grande im-
portancia investigar el papel que pueda
tomar esta clase de investigaciones.

' Pero antes de tratar directamente el
problema de los fraudes es de especial im-
portancia agotar todo el significado de los
antisueros, asi como sefialar las jiropieda-
des de, los mismos. Por esta' razén, y que-
:riendo dar el primer paso hacia un estu-
dio més completo y préactico, dediqué mis
esfuerzos a la apreciacion de la especifi-
.cidad de los sueros precipitantes obteni-
,dos con sueros sanguineos naturales, lo
que considero béasico para entonces entrar
,a aplicarlos.

(1) i’esis de Grado.

Por ENRIQUE EMILIANI ROMAN
Médico Veterinario.

No he dispuesto del tiempo ni de los
medios necesarios que hubiera querido pa-
ra realizar todas las investigaciones hasta
agotar el tema y llegar a conclusiones de-
finitivas, pero me complaceria y me sen-
tirfa satisfecho si el presente trabajo pu-
diera servir de guia u orientacién a nue-
vos experimentos que conduzcan a inves-
tigaciones de ma3br trascendencia.

En este trabajo explico algunas conclu-
siones que considero interesantes, asi co-
mo observaciones y detalles que no por
pequefios dejan de tener grande impor-
tancia.

HISTORIA [1)E LAS PRECIPITINAS

El principio de la reaccién de la preci-
pitacion se basa en los trabajos que llevo
a cabo Rudolf Krauss en 1897 en los quo
quedd demostrado que inmunizando cone-
jos con inyecciones de un cultivo 'bacte-
rial podia obtenerse un suero que al afia-
dirle a un filtrado estéril de esa bacteria,
producia un precipitado. Al tiempo obser-
vé que la reaccién tenia caracter espe-
cifico por el hecho de no presentarse sino
con el correspondiente filtrado bacilar. "’

Krauss en sus investigaciones trabajé
con filtrados de bacilos Pestis y del espi-
rilla del célera, observando que al mezclar
los filtrados claros de tales cultivos con
sus respectivos sueros inmunes, las mez-
clas se hacian turbias y luego tenia lu-
gar un jjrecipitado, fenémeno que no se
presentaba cuando la mezcla se verifica-
ba entre antigenos y antisueros de dis-
tinto origen.

El mismo investigador realiz6 mas tarde
innumerables experiencias y dedujo la uti-
lidad préactica de la reaccién como un me-
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dio de diagndstico valioso de aquellas en-
fermedades de naturaleza inf( ' ipa-
ces de desarrollar, preeipitinas en el suero
de los animales atacados.

Luego Wladimiroff (1)-'utilizé' el fe-
némeno para el diagnéstico del muermo

observando que el suero‘del caballo en-.

fermo daba la reacciéon con los filtrados
de los cultivos en ealdo .de los bacilos del
muermo. La técnica fue mas tarde perfec-
cionada por diversos investigadores, sien-
do hoy de grande utilidad para el diagnés-
tico de esta enfermedad.

m_a conocida Reaccién de Ascoli es tam-
bién reaccion de precipitaciéon, y los ex-
tractos acuosos de los animales con car-
bunco producen precipitados tipicos con
los sueros correspondientes, .resultando po-
sitiva auncuando se trate de un material
completamente putrefacto (1),. “ en el
el cual ya no sea posible demostrar la
presencia de los bacilos ni por el estudio
microscopico, ni por los cultivos, ni por
las inoculaciones experimentales’

Dos afios mas tarde, y conocido el fe-
némeno por la mayoria de los investiga-
dores, la precipitacion abarcé nuevos cam-
pos mas précticos al ponerse en evidencia
y comprobarse que las preeipitinas no so-
lamente eran originadas por sustancias
proteinicas vegetales (1) provenientes del
cuerpo de las bacterias, sino también del
cuerpo albuminoso de origen animal, de
tal manera que después de las numerosas
experimentaciones  realizadas principal-
mente por Bordet, Ehrlicli, Wasserman,
Uhlenhuth, se comprob6é que en la reac-
cion de precipitacién hay un medio seguro
para diferenciar las distintas clases de al-
bdminas.

Pero la principal aplicacién que recibié
la reaccion fue en medicina forense al
comprobarse que los sueros de conejos
preparados previamente con sangre huma-
na precipitaban exclusivamente la sangre
humana o de la especie empleada espe-
cialmente para tal objeto.

Uhlentliuth (1) “ logré asi demostrar

el origen humano o animal de muchas
manchas de sangre que habian desempe-
fiado un importante papel en pruebas fo-
renses; sm conocer de antemano las cir-
cunstancias de cada caso, determind por
medio de la precipitaciéon la naturaleza
de la sangre, comprobandose después la
rectitud ”,del5diagnéstico al confrontarse
los resultados con los datos judiciales’

El diagnéstico, dice el mismo autor, pu-
do hacerse con seguridad inclusive en una
mancha de sangre de mas de cincuenta
afios, y en otra prueba de sangre ya total-
mente putrefacta que habia sido conser-
vada durante dos afios-en un tubo de
ensayo.

Las propiedades de la precipitaciéon fue-
ron 'més tarde objeto do especulaciones
filosoficas y tratése de ver.en ella un
medio comprobatorio del origen del "hom-
bre (1) lo mismo que “ un aporte y una
demostracion de las relaciones filogenéti-
cas entre el hombre y el mofio”, por el
hecho de que el suero que precipita la
sangre del hombre precipita también la
de los monos antropoides (gorila, chim-
pancé, orangutéan).

Nattural pudo también comprobar que
existia afinidad sanguinea entre el perro
my el zorro, el caballo y el asno, el cordero
y ‘el buey. ' -

También se ha ' observado que todos
aquellos érganos que contienen albimina
procedente de un 6rgano animal, producen
la reaccion al ponerse en contacto con el
suero homoélogo debido a que en la mayor
parte de los humores existe la albumina
de la sangre, siendo el cristalino la Unica
excepcién (1),' debido, segin la mayoria
de los tratadistas, “ a'que el cristalino
estd formado por un tejido epitelial al
que no llega la irrigacién sanguinea, y
compuesto por una'sustancia albuminoide
muy particular de la misma naturaleza
biolégica en todos los animales.” Asi se
ha anotado que los antisueros formados
por inoculaciones de la albimina del cris-
talino dan precipitacién cruzada sin nin-
gun caréacter especifico.
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En el laboratorio tambiénise .han obser-
vado algunas diferencias entre las albu-
minas de los diferentes '6rganos (1), y
cierta semejanza entre 6rganos de espe-
cies distintas, dedicados a una misma fun-
cion,'lo cual resulta légico si se«tiene en
cuenta que siendo albuminas ;diferentes
debe liaber comportamiento distinto en el
desarrollo del fenémeno, al> tiempo que
cierta semejanza por la constitucion his:
tolégica5de 6rganos -dedicados .al mismo
trabajo, como, verbi, gracia, los higados
de,especies,no afines.

m Las primeras précticas para la identifi-
cacion de las carnes las llevé a cabo Uh-
lenliuth y més tarde Fornet; sin embar-
go, no me ha sido posible conseguir el
resultado de esos trabajos, siendo la lite-
ratura sobre esta, materia sumamente es-
casa. De los muchos autores que he estu-
diado muy pocos tratan extensamente el
tema, y los que més, tan sélo hablan de
la aplicacién de la precipitacion en la
medicina forense.

Albiminas y su importancia

Las proteinas son los elementos basicos
de todo elemento vivo. Ellas constituyen
el protoplasma y el nucleo que controla
la actividad de cada célula.

Los protidos estan formados de la reu-
nion y entrelazamiento de aminoéacidos en-
trando en su ‘formula como elementos in-
dispensables el carbono, el hidrégeno, el
oxigeno, y el nitrégeno; en férmulas mas
complejas el azufre y generalmente el fés-
foro (8).

En esa forma simple_son asimilados y
aprovechados por el organismo, aunque
pequefias cantidades de ciertas albGminas,
como la clara de huevo cruda y el suero
sanguineo, son algunas veces absorbidos
desde el intestino hacia el torrente circu-
latorio (8).

Estos aminoacidos no solamente son dis-
tintos en cuanto a su composicion quimi-
ca, sino en sus propiedades metabdlieas,
ya que no todos los aminoacidos forman
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indistintamente uno u otro tejido, habien-
do grupos con funciones especificas. En
esta forma varias proteinas son fuentes
de hermonas, y otras de bilis, como la
taurina (9); algunas son indispensables
para el crecimiento (8), y otras para la
formacion del azlcar.

Pero lo importante de anotar es que si
ibien las proteinas que van a formar de-
terminados 6rganos tienen el mismo ori-
;gen,-van a la larga a constituir albGminas
en las distintas especies.

Se sabe que mientras mayor sea la pro-
porcién de aminoacidos de los proétidos
de la dieta "que puedan servir para la
construccion de tejido protidico, mayor
sera el valor nutritivo del prétido. ‘‘En
otras palabras, entre mas se parezcan los
aminoacidos presentes en el proétido ali-
menticio a los protidos del organismo, me-
nor cantidad de aquellos se necesitaran.’'

Se sabe, pues, que la semejanza o iden-
tidad que haya entre la albamina ingeri-
da y la del cuerpo influye en la formacion
de los tejidos, pero no la manera como la
célula sintetiza ya en forma especifica
los amino&cidos.

llerbert Best y Burke Taylor; en su
obra anteriormente citada, refiriéndose a
la acciéon dinamica especifica de los pré-
tidos dicen: se admite que los aminoéci-
dos ejercen de algin modo un efecto es-
timulante directo y especifico sobre las
células de los tejidos, elevando a un nivel
mayor el metabolismo de aquéllos.

En esa misma forma seria consecuente
meditar sobre la manera como actuarian
las células para seleccionar y formar sus
proteinas.

En todo caso, el mecanismo no es claro
y sblo nos interesa el caracter especifico
distintivo de las albuminas animales.

Precipitinas y Reaccién de Precipitacion

Para hablar de las precipitinas, tene-
mos previamente que entra a definir lo
gque es un antigeno y lo que es un anti-
cuerpo. La definicion mas sencilla de an-
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tigeno es la que da Merchant y que dice:
“ Toda sustancia que introducida paren-
teralmente al organismo es capaz de es-
timular a ciertas células para la produc-
cibn de anticuerpo.’’ Y anticuerpo es
cualquier sustancia presente en el suero
sanguineo capaz de, neutralizar o sensibi-
lizar al antigeno que lo ha producido.

En un principio se pens6 que Unicamente
las proteinas poseian poder antigenético,
pero posteriores investigaciones han venido
a demostrar que hay sustancias diversas de
proteinas a las que pueden ir unidos al-
gunos-azUcares, constituyendo los antige-
nos parciales o haptenes. (La reaccion de
precipitacion se presenta no soélo entre el
anticuerpo y el antigeno completo, sino
también con antigenos parciales o hap-
tenes. Un suero antineumococo, por ejem-
plo, reacciona 110 sélo con una suspension
de neumococos, sino también con extracto
capsular de constitucién polisacarido) (27).

Se han descubierto, en fin, factores dis-

tintos que influyen en el caracter y po-
der antigenético del antigeno como la par-
cela llamada virulina (4), que se cree
formada por la misma bacteria entrando
los hidratos de- carbono en su composi-
cién. Asimismo sustancias no nitrogenadas
derivadas del neumococo pueden provocar
la formaciéon de anticuerpos (3).
. En el presente trabajo el antigeno que
nos interesa —el suero sanguineo de las
diferentes especies animales, incluyendo el
humano— parece ser méas simple y es posi-
ble que se comporte como antigeno cons-
tante cuidando de no tomar con él los
componentes proteicos que se encuentran
durante el periodo de la digestion.

Se trataria pues de las proteinas san-
guineas que serian especificas para cada
especie, entre las que la seroalbumina y
seroglobulina tendrian el principal papel.

La naturaleza de los anticuerpos ha si-
do mas dificil de determinar y muchas
son las ideas y teorias expuestas hoy so-
bre su constitucion. Entre ellas, la de
gue los anticuerpos son los mismos miti-
génos modificados (3), teoria desechada.

Mas bien los anticuerpos se definen por
sus propiedades no por lo que fisica y qui-
micamente puedan significar. El anticuer-
po es especifico para el antigeno que jo
ha producido, y su presencia en los sue-
ros inmunes puede determinarse so6lo por
sus reacciones con su antigeno homélogo:
El suero inmune no muestra ninguna di-
ferencia quimica distinta de la del animal
normal (2).

Es importante tener en cuenta la exis
tencia de anticuerpos normales capaces (e
reaccionar con muchos antigenos (2), y
tanto los anticuerpos inmunes como los
naturales son altamente especificos..y am-
bos dan el mismo tipo de reaccién (3) co-
mo sucede con el suero normal de muchos
animales que a diluciones del 1:25 presen-
tan reacci6on positiva con una suspension
de bracela -abortus.

La relacién entre anticuerpo normal y
anticuerpo inmune no se conoce todavia, y
los primeros los dividen en varios gru-
pos segln su origen (2): el primer grupo
compuesto por anticuerpos que se han for-
mado como resultado de un contacto des-
conocido entre el animal y el antigeno es-
pecifico; el segundo consta de aquellos
formados como resultado de un antigeno
heter6logo; el tercero constituido por los
llamados isoanticuerpos que son un carac-
ter hereditario; y el cuarto grupo menos
definido que los anteriores, y que consta
de anticuerpos formados por el resultado
de una madurez fisiol6gica.

Més adelante al hablar de la especifici-
dad de los antisueros me referiré a estos
anticuerpos normales para explicar algu-
nos fendmenos que he observado en mis
experiencias.

La reacciéon de precipitacion obedece a
los dos factores descritos anticuerpo y an-
tigeno, los cuales al combinarse producen
el fendmeno que denota la presencia de
ellos en el medio. En esa forma se sirve
la serologia para el diagnéstico de un
gran numero de enfermedades que la sola
clinica puede en muchos casos sospechar
pero 110 evidenciar.
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El estudio de la precipitacién 'y "de la
aglutinacién'revelan una similitudlestre-
cha,'y el principio' fisico de las dos reac-
ciones-es el'mismo; la aglutinacion .con-
siste en una floculacion de grandes par-
ticulas, en suspension (bacterias),: mien-
tras que en la precipitacion se”trata de
unidades mas pequefias (antigeno en 'so-
lucion) (12).

Otro autor dice que la aglutinacion tie-
ne lugar cuando el antigeno .estd* en sus-
pension en forma de células .individuales
o dividida en finas particulas, en tanto
que la precipitacion se presenta cuando
el antigeno esta en soluciéon coloidal (2).

La forma como se realiza la reaccién en
el laboratorio la explicaré en la segunda
parte del trabajo al referirme a la expe-
rimentacion realizada.

Como pude observar algunos fendmenos
de zona, me parece conveniente referirme
al, hecho aun cuando sea para explicar en
qué consiste. Algunos sueros, especialmen-
te. aquellos sometidos a temperaturas de
60 a 70 grados centigrados (3), tienen la
particularidad de no presentar reaccion
positiva a diluciones bajas, presentandola
a la mas altas.

Se ha tratado de explicar el fenémeno
diciendo que algunos coloides protectores
interfieren el resultado de la reacciéon la
que no se presenta en las diluciones ma-
yores porque el coloide estd mas diluido.
Sinlembargo en ocasiones el fenémeno de
zona se presenta Unicamente en las dilu-
ciones medianas y no en las menores (2).

El-fenémeno, pues, no ha tenido hasta
ahora una explicacion satisfactoria.

Utilidad de la Precipitacion en el Labo-
ratorio.

Desde el descubrimiento de la precipi-
tacion por Krauss en Viena, la reaccion
ha tenido cada dia nuevas aplicaciones en
el laboratorio. Entre ellas por via de ilus-
tracién, citaremos las siguientes:

1° Para reconocimiento de manchas de
sangre o sea en la medicina forense;

2° ,En. la clasificacién de razas bacte-
rianas;

39 Para el diagnéstico de algunas enfer-
medades como el carbén baeteridiano;

w. 40 para el diagnéstico de la sifilis (reac-
cionde .Kalin) ;

5° Para el diagnoéstico de infestaciones
parasitarias como la triquinosis (21);

C? Para la standarizaciéon de toxinas y
antitoxinas como la diftérica y del té-
tano;

7° Para la identificacion de plantas
intimamente relacionadas;

89 Para la identificaciéon de proteinas
de origen animal;

9? Para el diagnéstico de la erisipela
del cerdo.

Especificidad y sensibilidad

Es conveniente tratar de explicar el
significado de estos dos términos antes de
entrar de lleno en el tema que nos ocupa-

Cuando un suero inmune se pone en pre-
sencia de varios antigenos y so6lo reaccio-
na con su homologo, se dice entonces que
es especifica.

La sensibildad es el factor de la reac-
cion que indica los limites de termina-
cion de la especificidad.

Los términos, sin embargo;-pueden te-
ner distintas interpretaciones en algunas
pruebas seroldgicas conforme a las mo-
dalidades que le son propias o a factores
que si bien pueden ser determinantes en
unas, 110 toman parte en otras.

Cada prueba tiene, por tanto, sus pro-
piedades en cuanto a especificidad y sen-
sibilidad, y asi en la sifilis existe lo que
se llama sensibilidad 110 especifica y sen-
sibilidad especifica (10). La primera im-
plica aquellas enfermedades no sifiliticas
o estados 110 sifiliticos capaces de hacer
positiva la reaccién; la sensibilidad espe-
cifica se refiere a la capacidad de las
distintas reacciones de resultar positivas
en los individuos sifiliticos.

La especificidad, pues, es un factor va-
riable debido a la complejidad con que las
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diversas parcelas antigénicas se combinan
para formar lo que conocemos con el nom-
bre genérico de antigeno.

No- podria referirme autorizadamente a
las precipitaciones bacterianas, pero hay
fundamento para suponer que existan di-
ferencias en cuanto al caracter especifi-
co, al igual que los sueros precipitantes
obtenidos al inmunizar conejos con sueros
sanguineos naturales, segin he apreciado
en el transcurso de mis investigaciones.

El criterio de los autores sobre la es-
pecificidad de los sueros precipitantes no
es uniforme, y las opiniones mas bien son
contradictorias.

No podria con franqueza asegurar si
los autores consultados se refieren exclu-
sivamente a las precipitaciones bacteria-
nas, que es lo probable; a los sueros pre-
cipitantes obtenidos con suero sanguineo,
gue es lo que nos interesa; o a la preci-
pitacion en términos generales.

En todo caso es este punto uno de los
principales motivos de nuestro trabajo y a
él nos referiremos ma&s o menos extensa-
mente.

“ La precipitacion (12) esta limitada en
su especificidad por grupos de reacciones.
Este hecho no interfiere el valor practico
de la reaccién en ninguna forma, porque
la eliminacion del grupo secundario de
reacciones, que en la aglutinacion se ob-
tiene por diluciones del antisuero, puede
aqui obtenerse, como dice Krauss, dismi-
nuyendo la cantidad del suero precipitan-
te sin diluir afiadido a los filtrados bac-
terianos.’’

Bryand (6) difiere en su opinién con
la emitida por el autor anterior y dice
que “ las preeipitinas son altamente es-
pecificas contra las proteinas que han
estimulado su producciéon. Se forman con-
tra la sangre, tejidos y bacterias.

Still expresa que “ la reaccién es espe-
cifica para la proteina empleada en ‘a
inmunizacién. Grupos de preeipitinas ana-
logos a los grupos de aglutininas, se pre-
sentan en las especies intimamente rela-

cionadas. El suero normal parece no con-
tener nunca preeipitinas” (26).

Sanz Egafa (23) en cambio, dice que
los sueros precipitantes presentan reac-
ciones positivas cruzadas por el hecho de
existir en el suero sanguineo preeipitinas
naturales.

Jordan (27) es de opinién que la reac
ciébn de precipitacion como otras reaccio-
nes inmunoldgicas, es altamente especifica
pero que se observan reacciones cruzadas
entre antigenos quimicos similares que son
analogos a los grupos de aglutininas. Tal
reaccion, dice, se presenta entre el hom-
bre y el chimpancé, coincidiendo con la
opinién anterior.

Otros autores van mas lejos, y Grad-
m\vohl nos dice que “ las preeipitinas que
se forman por inyecciones de sangre hu-
mana no s6lo son precipitantes para su
sangre homologa, sino para la proteina
humana. Por esta razén la prueba sirve
y puede emplearse para las manchas se-
minales, fragmentos 6seos y adulteracio-
nes de carnes” (11).

Vemos que tal autor no sélo concede im-
portancia meramente especifica, sino que
dice sirve también la precipitacion para
la identificacion de los fragmentos 6seos.

Pigoury (14) se aparta un poco de las
opiniones expuestas, y en un resumen de
algunos de sus trabajos concluye lo si-
guiente: la mayor parte de los sueros dan
reacciones no especificas con antigenos he-
terélogos, pero no se observan floculacio-
nes netas mas que con cierta proporcion
o6ptima suero-antigeno. Los tiempos de
reaccion son vecinos de las floculaciones
especificas. La intensidad de las reaccio-
nes no especificas es muy variable: tra-
zas de opalescencia, opalescencia mas o
menos ocusada, o floculacion tipica idén-
tica a la floculacién especifica del anti-
geno diluido al 1:500 o 1:1.000. Las reac-
ciones no especificas son siempre mas dé-
biles, a diluciéon dada, que las especificas.
La maxima floculacion no especifica para
la misma cantidad de un suero dado, exi-
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ge ~cantidades de antigeno heterélogo cin-
co a diez veces mayores que las necesa-
rias de antigeno homoélogo para la flocu-
lacién especifica.”

Puede apreciarse pues, que Pigoury'acep-
ta que no son especificos los sueros preci-
pitantes, siendo posible la reacciéon posi-
tiva con antigenos heterdlogos.

Pero Kitt (1) dice que se ha visto que
el suero de los conejos preparado con
sangre animal o humana precipita exclusi-
vamente la sangre da la especie animal
que ha servido para la preparacion del
conejo, y que no solamente se presenta
la precipitacion empleando diluciones del
antigeno fresco, sino también con las de
sangre seca envejecida, putrefacta o con-
gelada.

Mas adelante al explicar la realizacion
mk los trabajos y en la discusiéon de mis
experiencias, haré nuevamente referencia a
los anteriores conceptos, con el fin de es-
tablecer una comparacion nitida con las
conclusiones a que he llegado.

Hemos hablado de la especificidad do
los sueros precipitantes restdndonos so6lo
el referirnos a la sensibilad de los mis-
mos.

La sensibilidad de las precipitaciones
sobrepasa en mucho a los medios quimicos
empleados con fines semejantes. La sen-
sibilidad es grande y se han obtenido sue-
fvos con los cuales se han determinado los
antigenos especificos a diluciones al uno
por cien mil (12).

Kitt también dice que la sensibilidad de
la reaccion es extraordinaria, y que pue-
de demostrarse la existencia de albumina
correspondiente hasta en diluciones del
lino por cien mil, en tanto que las reac-
ciones quimicas fallan ya a una dilucién
del uno por mil.

Se desprende de los datos anteriores que
por medio de la precipitacién es jiosible
identificar porciones centesimales de al-
bamina, lo que encuentra una valiosisima
aplicacion en la practica forense.

CAPITULO 11

En este capitulo trataré de las practi-
cas seguidas durante los experimentos,
discusion de los mismos, resultados y con-
clusiones finales. Me he permitido dividir-
lo en las siguientes partes:

19 Obtencién de sueros precipitantes y
técnicas.

2° Choques anafilacticos en los conejos.

39 Sangria de conejos y resistencia de
los mismos.

49 Técnica de la precipitacion y presen-
tacion del fenémeno.

5° Condiciones del'antigeno y del an-
tisuero.

69 Division del fenémeno.

7° Tiempo de la reaccién e
cia de la temperatura.

8% Influencia del tiempo sobre el an-
tigeno.

99 Especificidad de los antisueros.

10. Discusion de los cuadros.

11. Conclusiones del capitulo.

influen-

19 Obtencién de uveros precipitantes vy
técnicas.

Existen innumerables métodos sugeri-
dos por los distintos investigadores, y po-
dria decirse que cada cual tiene el suyo
propio. Entre ellos los hay largos de du-
racion hasta de dos afios, y otros cortos
seguidos por el autor del presente tra-
bajo por razones obvias.

Siguiendo técnicas suministradas por
algunos autores he hecho algunas modifi-
caciones con resultados satisfactorios, que
expondré mas adelante.

Parece que es el conejo el animal que
mejores condiciones presenta para la pro-
duccién de antisuero, y se aconseja aque-
llos jovenes de dos a dos y medio Kilos,
prefiriéndose los conejos salvajes que pa-
recen dar sueros mas potentes, al tiempo
que mejor resisten las inoculaciones.

Sherwood (7) dice que los distintos mé-
todos de inmunizacion ofrecen resultados
iguales, “ desde que la capacidad indivi-
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dual para producir anticuerpos varia, de-
biéndose inocular varios animales para ob-
. tener antisueros' satisfatcorios 'sin consi-
derar la técnica empleada” , ; s ni ‘stra
los siguientes métodos: \

Técnica de Kolmer ?

Inyectar medio centimetro cubico de
antigefio ;intravenoso cada dia, por tres
semanas, y .titular diez dias después de
la dltima inyeccién. Si el titulo es bajo,
inyectar 5 c. c. intraperitonealmente y 24
horas después iniciar una nueva serie de
inyecciones endovenosas.

Técnica de Dean:

Dean recomienda dos series de inyec-
ciones, cada una -de las cuales consisto
men fi a 8 aplicaciones de 2 e. c. de anti-
geno con, cinco dias de intervalo. lias pri-
meras se aplican intravenosamente y las
restantes por via intraperitoneal. Después
de dos a seis meses se inicia la segunda
serie.

Técnica de Sherivood:

Aconseja inyectar uno a dos centime-
tros clbicos de antigeno intravenosamen-
te, y Ires,a seis dias después una segunda
de la misma cantidad, o 4 a 5 c. c. intrapc-
ritonealmente. Una tercera, cuarta, y fre-
cuentemente una quinta inyeccién se apli-
ca intraperitonealmente con tres a seis
dias de intervalo. Se sangra el animal 7
a 10 dias después de la altima inocula-
cion.

Entre los métodos méas empleados se cita
el de Teliistovicli y Bordet (13) que acon-
sejan efectuar 3 6 4 inoculaciones subcu-
taneas o intraperitoneales en conejos, con
una semana mas o menos de intervalo.

Igualmente se lian preconizado métodos
mas' rapidos con los seguidos por Fornet
(17) y Muller que acostumbra inocular
durante tres dias consecutivos, por via
intraperitoneal, dosis de 5 a 15 c. c. de

suero antigeno, sangrando doce dias des-
pués de la dltima inyeccién.

Dos investigadores argentinos (13) uti-.
lizan una técnica sencilla, consistente en
aplicar dos inoculaciones con uno a dos
meses de intervalo. Dicen haber obtenido-
sueros precipitantes de alta potencia de
i :20.000.

Por circunstancias casi inesperadas, y
habiendo tenido que ausentarme de Bogo-
ta por el término'de un mes, y no que-
riendo suspender los trabajos; encontré en.
este método ya conocido un medio de pro-
seguir las investigaciones ininterrumpida-
mente.

Pero los resultados obtenidos en la Fa-
cultad sirviéndome de esta técnica, no fue-
ron los mismos de sus autores, ya que de-
tres conejos tratados en ninguno se ob-
tuvo tal -titulo, habiendo sido la maxima;'
del 1:5.000.

Sin embargo, unalmodificacion de la
anterior proporcioné uno de los sueros mas-
potentes, por lo cual daré las fechas de
las distintas inoculaciones. EIl titulo fue-
del 1:20.000.-, -

Inoculaciones de 2 c. c¢. endovenosos:

1® 30 de diciembre.
29 19 de febrero.
3" 16 de febrero.
4? 13 de marzo.

5“ 20 de marzo.
6" 22 de marzo.

7® 25 de marzo.

El conejo fue sangrado el dia 3 de-
abril para la titulacion del antisuero.

En el capitulo Il al hablar de las téc-
nicas para la obtencién do sueros preci-
pitantes por medio de las albuminas mo-
dificadas daré cuenta de un método que
siendo mas sencillo y méas corto permitid
obtener un antisuero doblemente potente-
(jue el anterior..

De todos los anteriores medios utiliza-
dos para la obtencién de los sueros se em-
plearon los de Kolmer, el que llamaria-
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mos Argentino, y la modificaciéon indica-
da del anterior seguida'por el autor.

Auncuando el método de Kolmer es bas-
tante satisfactorio presenta el.. inconve-
niente del enflaquecimiento progresivo de
los animales;—tal vez por las 21 inyec-
ciones diarias de albumina extrafia que
reciben— algunos de los cuales llegan a
verdadero estado caquéctico.

A pesar de todo, y de la practica deri-
vada de estas investigaciones, considero
que cualquiera de los métodos puede em-
plearse y aun mas podrian practicarse ino-
culaciones caprichosas, con la seguridad de

obtenerse también antisueros satisfae
torios.
Choques anufilacticos en los conejos

No entraré a definir los términos ana-
filaxia, hipersensibilidad, alergia, etc., pe-
ro si deseo referirme al fendmeno debido
a la. relacion estrecha que guarda con la
obtencién: de los sueros precipitantes, y
por la-idea general de la susceptibilidad
especial de los conejos a padecer de cho-
ques una vez inoculados en diversas oca-
siones. con una misma proteina.

Los autores dan medios para evitar el
shock, y asi Schmidt (16), aconseja aproxi-
mar las inyecciones, diciendo que el me-
jor resultado se obtiene dejando dos dias
sin inoculacién, y que en ningan caso de-
ben hacerse las inyecciones dejando inter-
valos mayores de seis dias. A pesar de
ello los conejos nimeros 73 y 77, se ino-
cularon por seis veces el uno y cinco el
otro, con una semana de intervalo sin
presentacion de shock. No hay, por tanto,
inconveniente en el inocular con interva-
los de seis dias por ofrecer el procedi-
miento un alto porcentaje de seguridad.

En mis experiencias he, observado,,pues,
que los conejos no son muy sensibles a la
anafilaxis, o sea que el fenémeno se pre-
senta ion muy raros casos,iy en bajisimas
proporciones después de un crecido name-
ro de inoculaciones.
tKolmer (25) también dice que para

evitar el choque anafilactieo los conejos
deben ser desensibilizados por medio de
una inyeccién de 0.2 c. c. media hora an-
tes de la inyeccion de cada una de las dos
dltimas dosis, y Choise (11) aconseja ino-
culaciones intramusculares al iniciar cada
serie. X

“ Algunas especies de animales (15) son
més féaciles de sensibilizar que otras. De
todas las especies el curi es el méas sus-
ceptible y la via intravenosa es probable-
mente la mejor. Le sigue en orden el co-
nejo, un poco mas dificil de sensibilizar
que el curi. La sensibilizacion se ha obte-
nido en casi todos los animales con diver-
sos grados de éxito” .

Para dar una idea de la tan poca sen-
sibilidad de los conejos, bastenos decir
que tres de ellos recibieron mas de 30 ino-
culaciones por vias subcutidneas e intra-
venosas sin que hayan presentado el mas
leve sintoma anunciador del fenémeno. De
éstos, dos cedieron suero precipitante en
tres ocasiones diferentes habiendo recibi-
do una serie de inoculaciones antes de ca-
da una de las sangrias.

Del resto de los conejos dos padecie-
ron el shock, entre ellos el que nos sirvio
para emplear el método modificado del ar-
gentino, habiéndolo presentado al aplicar-
le la primera inyeccion de 2 c. c. para pre-
pararlo para una nueva sangria. Esta
inoculacién tuvo lugar 15 dias después de
la primera sangria, o sea, a los cuatro me-
ses de haberse estado inoculando, lo que
ofrece un muy bajo indice de peligro.

De los dos conejos que presentaron el
shock anafilactico ninguno murié, y éste
apareci6 a los 15 minutos de inoculados
por via endovenosa.

Aprovecharé para referirme a la etiolo-
gia del fenémeno en el conejo,,para de
su conocimiento deducir un posible .trata-
miento, que auncuando no se ha, empleado
es .de suponerse satisfactorio.

“ Elltejido (15) del choque.es la media
de las anteriores. Si el antigeno se inyecta
intravenosamente en la vena marginal de
la oreja, las primeras en afectarse son
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las pulmonares. El precipitégeno se une a
las preeipitinas en las células musculares
de la inedia de estas arteriolas, provo-
cando un estado irritativo que degenera
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Para las dos sangrias empleamos siem-
pre la puncién cardiaca, a pesar de que;
los autores casi todos aconsejan usar la,
vena marginal de la oreja para obtene

en espasmo y constriccion de ese punto. W la sangre para la primera titulacion, y la

Esto ofrece una obstruccion en tal for-
ma que el ventriculo derecho 110 puede ha-
cer pasar la sangre a través de los pulmo-
nes. Proviene una congestién cardiaca,
claudicacién del mismo 6rgano y la muer-
te.” Si inmediatamente presentado el es-
tado anafilactico .se aplica.un antiespas-
modico adecuado intraeardiacamente —ni-
trito de amilo, por ejemplo—, a lo cual da
tiempo el conejo por no ser la muerte
tan repentina como se piensa, el fenéme-
no debe ceder inmediatamente y elimina-
do el peligro de muerte.

También es conveniente en esta’: capitulo
dar cuenta de otra experiencia, que si bien
10 establece un principio, abre un prece-
dente.

El curi (15) es el animal mas. suscep-
tible al choque anafilactico.

Basado en el principio anterior y que-
riendo investigar la especificidad del fe-
némeno, trabajé con el animal anotado en
la siguiente forma: se inocularon cinco
curies con 5 c. c. de sueros sanguineos de
caballo, buey, perro, cerdo, al tiempo que
se dejaron tres testigos. Considerado pa-
sado el periodo suficiente de incubacion
se inocularon nuevamente a los trece dias
con los antigenos respectivos, lo mismo
que los testigos.

En ninguno se present6 el shock.

De esto puede concluirse que en un pe-
riodo de incubacién de trece dias no fue
suficiente para producir el fenémeno de la
nuafilaxia.

3° Sangria de Jos conejos

Hemos acostumbrado a: practicar una
sangria parcial previa de 5 c. c. para ti-
tular el suero, y ya conocida la potencia
una segunda abundante al siguiente dia.

El conejo no debe haber comido desde
el dia anterior para evitar la .obtencién
de sueros turbios (16).

cual no pude emplear con éxito.

<La puncién cardiaca se practica a ni-'
vel'del tercer espacio intercostal izquier-
do en el borde esternal, inclinando la agu-
ja,un poco hacia el plano medio y hacia
adelante. -

La cantidad de sangre por extraer va-
ria segun el tamafo, peso y estado .del
animal. Hemos extraido hasta 55 c, c. en
un. conejo grande sin mayor peligro. Siem-
pre se ha reemplazado el volumen de san-
gre por uno igual de solucién salina al
0.85% endovenosa.

Si la puncién se verifica cuidadosamen-
te'y una. vez obtenida la sangria se to-
man medidas post-operatorias, y:se sumi-
nistra al animal una alimentacién ad
cuada, éste puede emplearse para sangrias;
sucesivas con dos inyecciones del antige-
no —2 c. c. endovenosas cada vez— con
una semana de intervalo, antes de cada
sangria.

Algunos acostumbran a sangrar por
puncién estéril de la cardtida, lo que pre-
senta inconvenientes por hacerse necesa-
rio anestesiar el conejo y practicar la di-
seccién cuidadosa de la region. .

La sangre se recoge con jeringa estéril
y se deposita en tubos de ensayo de la
misma condicién, y perfectamente secos
para evitar la hemolisis por presencia de
un medio hipoténico en contacto con los
glébulos rojos. Debe tenerse la precau-
cion de no echar en cada tubo mas de
la tercera parte de su capacidad: conmel’
fin de que suelte el méaximo posible de
suero y evitar la hemolisis que es frecuen-
te cuando se ocupa un mayor volumen del
recipiente.

Se inclinan los tubos y a las 12 y 24 ho-
ras se recoge el suero para centrifugarlo
si fuere preciso y pasarlo a nuevos fras-
cos estériles. ;

En esa' forma queda listo para su uti-
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li/.acion inmediata'.- Algunos autores (11)
indican, cuando el antisuero se almacena,
preservado con--mertiolato en la,propor-
cién del 1:1.000." En cambio-otros (23)
condenan tal, sistema” o indican emplearlo
con las precauciones debidas por las po-
sibles alteraciones qué puede sufrir el aiu
tisuero.

49 Técnica de Ja precipitacion.

La precipitacion se efectia poniendo
en contacto el precipitégeno con el suero
precipitante. La reaccion se lleva a cabo
con antisuero sin diluir o ligeramente di-
luido (12) en presencia de diluciones cre-
cientes de antigeno. En esta forma, por
ejemplo, al probar el poder precipitante
de suero de conejo inmunizado con suero
sanguineo de oveja, se coloca una serie
de tubos cada uno de los cuales contiene
una cantidad constante de suero precipi-
tante, pero cantidades progresivamente
mayores de antigeno en diluciones iso-
tonica de suero fisiolégico, y a un volu-
men igual al del antigeno.

Para este objeto hemos empleado los
tubos de Kahn.

Los autores en tesis general aconsejan
usar medio centimetro clbico del antisue-
ro y un volumen igual del antigeno a sus
distintas diluciones. En nuestros trabajos
nos mhan sido suficientes de dos a tres
décimas de cada uno. Estas cantidades per-’
miten apreciar con nitidez y sin inconve-
nientes el resultado de la prueba: -

La dilucion del antigeno se suele rea-
lizar en la siguiente forma: Se toman 4
tubos de ensayo comunes colocando en
cada uno 9 c. c. de suero fisiolégico; se
vierte 1 c. c. del antigeno en el primero
para hacer una diluciéon al 1:10, liomo-
gefieizandolo lo mejor que se pueda. De
éste se pasa al segundo Una igual canti-
dad agitandolo en la misma forma, que-
dando al 1:100. Asi sucesivamente for-
mando los dos ultimos diluciones al
1:1.000 y al 1:10.000. De éstos es facil
partir para hacer diluciones mayores o
intermedias.

Para la titulacion del antisuero debe co-
menzarse por probar la dilucion mas alta
0 sea la del 1:10.000, que considero el ti-
tulo minimo méas aconsejable. En caso de
resultar positiva se preparan soluciones
mas diluidas del 1:15.000 y 1:20.000. De
lo contrario es preferible reforzar el po-
der precipitante con una nueva serie de
inyecciones al conejo.

Es importante e imprescindible dispo-
ner de pipetas en cantidad suficiente pa-
ra cada antisuero y cada antigeno, con el
objeto de evitar la confusién posible cuan-
do se trabaja con mucho material.

Primero se lleva el antisuero a los tu-
bos de Kahn en las cantidades anotadas y
luego el antigeno, comenzando por el ti-
tulo mas alto, y no al contrario.

Es conveniente con el objeto de que
antisuero y antigeno queden superpuestos
y no se mezclen, inclinar hasta cerca de
la posicion horizontal el tubo de precipi-
tacion y con la punta de la pipeta hume-
decer la pared del tubo hasta el limite
del antisuero; si no, el precipitégeno se
acumula en ésta y cae en todo su volu;
men mezclandose con el antisuero. Perso-
nalmente he acostumbrado después de hu-
medecer las paredes colocar el antigeno
gota a gota; en esta forma y si se tiene
cuidado nunca se entremezclan los liqui-
dos quedando perfectamente delimitados.

5° Condiciones de antigeno y antisuero.

La preparacién del antigeno varia se-
gan su origen y segun para lo que se
vaya a emplear. Si se trata de suero san-
guineo debe obtenerse en forma aséptica
en recipientes completamente secos, y en
general con los mismos requisitos segui-
dos para la sangria de los conejos.

(* Teobb y Sangford (22) indican que
el antigeno debe llenar los siguientes re-
quisitos: a) Debe ser casi completamente
claro, visto con luz reflacta; b) Calentan-
dola con un poco de &cido nitrico debe
dar s6lo un ligero enturbamiento; c) De-
111 producir espuma abundante al agitar-
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la; d) No debe ser fuertemente &cida ni
fuertemente alcalina al tornasol. Para neu-
tralizarla puede, emplearse soda o acido
clorhidrico débil” .)

Cuando el antigeno es de naturaleza dis-
tinta a la del anterior, como son los pro-
ductos de chacineria, varia la técnica se-
gln vaya a inocularse o segln se emplee
para la verificacion de la reacciéon. En el
primer caso he acostumbrado el siguiente
procedimiento con mucho éxito: se toman
unos 30 gramos y se dividen en finas par-
ticulas que se dejan en maceraciéon en una
igual cantidad de agua destilada por 24
horas en nevera. En el mortero se pro-
cede entonces a triturar hasta formar un
amasijo, para dejarlo nuevamente en ma-
ceracion por 12 horas, después de las
cuales se filtra por gasa varias veces y
Luégo por'papel de filtro. A pesar del
filtrado, si éste no ha sido muy riguroso,
se forma'una sedimento abundante cuan-
do se deja en reposo, por lo cual conviene
dejarlo en la nevera 24 horas més, o cen-
trifugarlo repetidas veees.

Se recomienda lavar el macerado con
cloroformo (19) para eliminar los resi-
duos grasos. Sin embargo, en la forma
antes descrita se inocul6 por varias veces
a los conejos sin fendmeno desagradable.

Cuando el macerado se destina a la
reaccion en calidad de antigeno es preciso
filtrarlo sucesivamente por papel hasta ob-
tener un liquido claro y transparente. La
filtracion por bujia no es necesaria, y de-
bido a las diluciones a que se sometera és-
te, no es necesario llevar la filtracion hasta
una clarificaciéon absoluta.

Con el antisuero, en cambio, es conve-
niente evitar la hemdlisis ya que ésta im-
pide apreciar y oscurece, grado mayor, el
resultado final; ademas de que su empleo
seria todavia menos apropiado con un an-
tigeno de chacineria. La hemdlisis ya he-
mos visto que se evita empleando reci-
pientes secos, eliminando movimientos
bruscos, y ocupando la tercera parte del
recipiente.
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6? Presentacién del fenémeno

Podemos dividir el fenémeno de la pre-
cipitacién en dos tiempos:. ,

a) Formacion del anillo.

b) Precipitacion propiamente dicha.

“ La primera (24) consiste en el feno-
meno general de la unién especifica del
antigeno o del haptene con el anticuerpo;
mientras que la segunda es producida
=cuando se manifiestan cambios en la sus-
pension coloidal del preeipitégeno, que se
traducen por la transformacién de preci-,
pitados visibles.”

En pocos.casos y con antisueros poten-
tes en contacto con diluciones concentra-
das de preeipitégeno el segundo tiempo es
casi inmediato. *

La formaciéon del anillo es muy seme-
jante o igual al que se presenta en la in-
vestigacion de la albumina por el &cido
nitrico nitroso.

El tiempo de la presentacion varia na-
turalmente con el caracter positivo de la
reaccion, haciendo su aparicién con ma-
yor prontitud segin sea su poder. El ani-
llo va aumentando poco a poco de inten-
sidad hasta llegar a un limite méaximo,
iniciando un descenso aproximadamente de
los 90 minutos en adelante. Este descen-
so es lento siendo su rapidez proporcional
al tamanio; es, pues, cuestion de gravedad.
Es curioso que los anillos nitidos al des-
cender, conservan la forma en el trayecto
tomando cierta concavidad inferior.

La cantidad de precipitado, al igual que
el anillo, depende exclusivamente de la
potencia del suero, siendo mas abundante
en cuanto mas. positivo. ..

Para los fines diagnésticos no parece
ser imprescindible el,cumplimiento de los
dos tiempos. En ocasiones a pesar de ob-
servarse el anillo con bastante nitidez, el
precipitado es mas bien escaso, y a veces
dificil de apreciar. El anillo en cambio
es suficiente para el diagnéstico ya que
Unicamente se presenta en los casos posi-
tivos. ,

Cuando no se emplea material de labora-
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torio debidamente lavado y estéril, y se
hace preciso esperar un tiempo mas o me-
nos largo —para mejor' discernir sobre
el resultado final del fenémeno— los gér-
menes de contaminaciéon encuentran medio
propicio para su propagaciéon, y pueden
afectar e intervenir en el estado final de
la reaccién, sobre todo si se llevan los tu-
bos a incubacién. EIl cultivo en caso de
formarse puede dar lugar a un precipita-
do y hacer interpretar la prueba como
positiva.

Para las diluciones igualmente debe
emplearse un suero estéril por las mismas
razones anotadas anteriormente.

7® Tiempo de
reaccion.

la presentaciéon de la

Pocos autoresohablan del término para
considerar positiva o negativa la reac-
cién, como en la aglutinacién de Bang, en
la que se toma como positiva sdélo aque-
llas que se presentan dentro de un deter-
minado tiempo.

A este respecto Schmidt (16) dice: “ si
dicho anillo no aparece dentro de quince
minutos la reaccién se considera nega-
tiva” .

Francamente no sé en qué se basa el
autor anterior para hacer semejante ase-
veracion. Una observaciéon clarisima he
hecho, y es que el tiempo no afecta el re-
sultado positivo de la precipitacion; las
negativas no se convierten en positivas en
virtud del tiempo, sino que se mantien
en tal estado aun después de 72 horas.

Zinsser (12) también opina que el tiem-
po de precipitacion puede prolongarse en
casos hasta exageradamente; asi, cita co6-
mo la sangre —antigeno en estado de pu-
trefaccion puede presentar una débil reac-
cion hasta 6 semanas de haberse puesto
en contacto con el antisuero especifico.

Generalmente las reacciones mas demo-
radas presentan él anillo dentro de la pri-
mera hora, y en pocos casos cumplido este
término.

8% Influencia de la temperatura en la pre-
cipitacion. » i
Kolle y Hetsch (17) indican la tempe-

ratura de 37 grados centigrados como'la

6ptima para verificarse la precipitacion.

Dopter y Sacquepee (5) parecen com-
partir la opinién y dicen “ que la accion
precipitante del suero parece manifestarse
mejor a la temperatura de 38 grados, cen-
tigrados que a la de laboratorio; todavia
se discute a qué temperatura deja de
manifestarse. Algunos autores fijan 58
grados centigrados como temperatura |i-
mite; otros 70 grados.

A este respecto me he limitado a expe-
rimentar la diferencia de accion de las
temperaturas ambiente y de la estufa de
37 grados.

Para establecer tal diferencia me servi
de la siguiente prueba: tomé como punto
de partida un antisuero caballo que a una
dilueién de 1:10.000 demoraba 20 minutos
a temperatura del laboratorio para pre-
cipitar su antigeno. Establecido el prin-
cipio se prepararon 4 tubos, dos de los
cuales se llevaron a la estufa y los dos
restantes se dejaron al medio ambiente.
Observaciones de cada cinco minutos se
hicieron con el siguiente resultado: los 4
tubos precipitaron al mismo tiempo.

Nada puedo decir de temperaturas ma-
yores o menores a las ya citadas, y creo
nc tenga la experiencia mayor interés
practico en nuestro pais.

99 Influencia del tiempo sobre el antigeno.

Una observaciéon de gran importancia
fue la de que parece existir cierta rela-
cién entre la edad del antigeno y su po-
der de precipitacién. La investigacion del
fenémeno ii6 me fue dado realizarla com-
pletamente por falta de tiempo, como por
salirse del plan inicial de trabajos, pero
quiero consignar aqui el hecho observa-
do dandole una interpretacién que juzgo
posible.

El fendmeno observado es como sigue:
el 22 de abril se sangraron los conejos 100
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y.-101*inoculados con antigeno caballo y
perro, respectivamente. La titulacion rea-
lizada dio una potencia, del: 1:10.000, en
ambos a Tos 35 minutos. Esta titulacién so
verificd con ‘antigenos ique tenian.aproxi-
madamente 24 dias en la nevera: v
Ademas, ,la precipitaciéon cruzada! dio
resultados positivos a titulos bajos; el an-
tisuero :caballo dio al 1:10. 'm

El 27 de abril se repitié la titulacion
del antisuero caballo para corroborar los
resultadoslanteriores; éstos fueron distin-
tos por lo que se resolvié repetir nueva-
mente la titulacién 'del mismo antisuero
con iguales resultados, esto es: al 1:10.000
positivo a. los diez minutos; al 1:20.000
positivo a los 5 minutos (posiblemente el
fenémeno de zona). A la reaccién cruza-
da el 'afitisiicro caballo aumenté al
1:10.000.*"

Desgraciadamente a esta dilucién se
agot6 el antisuero, por lo que no fue po-
sible llevar .la reaccion a titulos .mas altos.

El' mismo dia 27 en vista de los ante-
riores resultados se titulé el antisuero ca-
nino del conejo ndmero 101 con el antige-
no de igual edad que el anterior. Los re-
sultados fueron paralelos, esto es: positivo
al 1:20.000, ligeramente positivo a los diez
minutos y franco a los quince.

En vista de la apreciacion anterior, o
sea de que la diferencia de edad de cinco
dias parecia haber alterado Ja potencia de
uno de los dos factores: antigeno o anti-
suero, resolvi hacer la titulacion con el
antisuero numero 101 y antigeno canino
fresco. En la tarde del mismo dia 27 ya
habia obtenido el preeipitégeno en estado
fresco y. se procedi6 a la reacciéon. Los
resultados fueron los mismos que los del
dia 22 o sea:, positiva al 1:10.000 en 35
minutos..

Los hechés, pues,' demuestran que hubo
una diferencia' en los resultados por ha-
berse dejado envejecer el antigeno posi-
blemente de los 24 a los 29 dias.

- Ahora, Schmidt (16), dice “ que el sue-
ro antigeno no debe usarse, sino después
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‘dé un mes de su preparacion” ; sin expli-
car la razén de este envejecimiento.

Asi, pues, en mi concepto y de" acuerdo
fenémeno anormal me indica que tal vez
con éste hecho observado’ casualmente, el
el envejecimiento de un 'suero antigeno
guardado’'a la nevera se alcanza lo que
podriamos designar ‘‘como edad critica’’,
la que produciria un aumento de su capa-
cidad de reaccion. Si esto es cierto dicha
edad estaria comprendida cerca de los 30
dias en los antigenos de nuestra obser-
vacion, y explicaria la necesidad de usar
sueros antigenos de un mes como la anota
Schmidt.

Podriamos ademés agregar que si este
fenémeno se comprobase con postoriores
investigaciones extensivas, el factor edad
en un suero antigeno seria de una real
importancia para su estabilidad como
agente reactor en la precipitaciéon, lo que
ciertamente seria de un enorme interés
para la sensibilidad de la reaccion.

.9 Especificidad de los antisueros.

lie querido consignar independientemen-
te, todo lo relacionado con esta importan-
te parte de mi trabajo.

Al hablar de especificidad tuve oportu-
nidad- de exponer los criterios contradic-
torios de varios autores; sin embargo, to-
dos solamente expresan conceptos genera-
les ¢in entrar en forma concreta a defi-
nir las propiedades de cada antisuero.

Confieso que mis conclusiones no las
expongo sin temor a equivocarme. Ello es
probablemente cierto y espero que pronto
sufran rectificaciones fundadas. Nada se-
ria mas satisfatcorio que lo que aqui con-
signo sirvh de base para nuevas investi-
gaciones y nuevas inquietudes de Orden
cientifico. m

Me referiré 'primeramente a la especi-
ficidad-de los antisueros con inoculacio-
nes de suero sanguineo;natural, frente a
antigenos también naturales, o sea, sin mo-
dificar.

En otro capitulo anoto unas pocas ob-
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servaciones relacionadas con otro,tipo de
antisuero, obtenido con un precipitégeno
de ,naturaleza también distinta, y de sus
posibles aplicaciones.

. He trabajado con los siguientes sueros
precipitantes:.,’

a),Suero'.bovino.

;b) Antisuero caballo.

.e).Antisuero canino,

d) Antisuero cerdo.

e) Antisuero ovino,

f) Antisuero humano.

Para la investigacion de la especifici-
dad lie seguido la siguiente conducta:

a) Preparacion del antigeno que en es-
te caso ha sido siempre suero sanguineo
a las diluciones del 1:10, .1:100, 1:1.000,
1:10.000 y 1:20.000.

b) Tubos de Kahn en los cuales se de-
posita el antisuero que se va a probar, en
cantidades dos a tres décimas de centi-
metro.

c) Los tubos anteriores he acostumbra-
do a marcar asi: primero en letra grande
las iniciales de la especie a que pertenece
el suero precipitante y mas abajo las ini-
ciales de la especie a que pertenece el
antigeno, con un ndmero convencional que
indica el titulo de la dilucién; 1 indica
uno por diez; 2, uno por ciento, y asi su-
cesivamente.

Es recomendable al trabajar no experi-
mentar coh mas de dos antisueros distin-
tos porque resulta fisicamente imposible
apreciar debidamente 20 o0 mas tubos a un
tiempo.

,Luego de depositado el suero precipi-
tante se llevaba a los tubos las diluciones
del antigeno, anotando el tiempo, y los
resultados que fueron interpretados en la
forma siguiente: -

1° Ligeramente positivo cuando el ani-
llo zonal iniciaba su formacién sin ser
aparente (L -j~).

' ,2<2.Francamente positivo cuando el,ani-
llo se hacia bien aparente (F -j-).

" En las precipitaciones entre especies di-
ferentes pero afines —caballo y asno;
buey-cordero que fueron las que me sirvie-

ron para las pruebas— existe un gran afi-
nidad que varia segln las especies, como
puede derivarse del siguiente hecho: entre
el caballo y el asno no existe ninguna di-
ferenciacion especifica a tal punto que
con el antisuero caballo no puede, distin-
guirse si un suero pertenece a esta, espe-
cie 0o a la afin. Aan mas: el preciupitado
entre este antisuero y el asno fue mayor
que entre el mismo y el antigeno homé-
logo.

No sucede lo mismo entre el bovino y el
ovino que auncuando dan una precipita-
cion cruzada notoria, siempre deja apre-
ciarse una diferencia entre bovino y bo-
vino, y bovino con ovino. A pesar de ello
la precipitacion cruzada se efectla a las
mismas diluciones.

Con respecto a especies completamente
distanciadas en el sentido zoolégico de la
palabra, las cualidades varian y podria-
mos clasificarlas en los cinco grupos si-
guientes: ’

a) Antisueros sin ninguna especificidad
con respecto a antigenos de especies afi-
nes, como en el caso del caballo y el
<isno.

b) Antisueros de gran afinidad como el
bovino y el ovino que precipitdndose las
mismas diluciones dejan ver diferencias
con la homologa correspondiente. J

¢) Antisueros absolutamente especifi-
cos con respecto a los demas antigenoS
como el humano. -

d) Antisueros con caracteristicas preci-
pitantes para la mayoria de los antigenos,
como el anticaballo.

e) Antisueros absolutamente especificos
con respecto a algunos antigenos, pero de
especificidad relativa con respecto a otros
como el anticanino y el cerdo.

El hecho de la ninguna especificidad
que distingue al caballo y al asno, o a
la especificidad afin que guardan el buey
y el cordero, en cuanto a la precipitacion
cruzada, podria explicarse por la relacién
zool6gica que tienen entre si; pero resul-
ta casi paraddjico que especies tan dis-
tintas y tan distanciadas en todo sentido
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como lo son el caballo y el perro, presen-
ten una marcada precipitacién cruzada, al
igual que el primero con otras especies
como' se 'verd ;en los cuadros correspon-
dientes.™

; Km qué forma podria explicarse el fe-
némeno? ? "o

Ki! el capitulo'correspondiente ,a la es-
pecificidad se da cuenta de los conceptos
que el heclio merece a muchos autores,'que
como Sacquepee que liabla de las precipi-
tinas de grupo.

Sin embargo, se me hace dificil una cla-
sificacion en ese sentido, ya que los an-
tisueros 110 se comportan siempre de la
misma manera, estando, sometida tal con-
ducta al poder precipitante o sea a la po-
tencia, y posiblemente a la edad del an-
ifgeno que parece aumentar su capacidad
de reaccion;..ya habiamos anotado al ha-
blar de la edad del antigeno cémo ésta
no solo influia en la sensibilidad de la
reaccion, sino también en la relacion de
ésta con la especificidad.

Sanz Egafia (23) hemos visto ya que
admite que “ todos los sueros frescos con-
tienen los citados anticuerpos, por lo que,
todos son aptos para provocar el fenémeno
de- la, precipitacion” . En cambio, Still
(26), habla de que el suero normal-pare-
ce no contener nunca precipitinas, con-
trario al concepto “ de. las precipitinas
naturales” . El fenémeno es bastante com-
plejo vy, dificil de darse una explicacién sa-
tisfactoria, por lo que los investigadores
se limitan a lanzar hipétesis basados en
fendmenos semejantes.

En principio ;las conclusiones de mis
trabajos son semejantes a las de L. Pi-
goury (14) sin saber hasta qué punto se
identifican porque en las *publicaciones
que, he consultado no aparecen los detalles
de las reacciones que tal investigador ha
realizado.

El mismo autor anota que “ la mayoria
de'los sueros'dan reacciones no especifi-
cas'con, antigenos heterologos” , sin decir
cuales son estos antisueros, por lo' que-

me ha sido imposible establecer un para-*
lelo de las dos conclusiones. -

L a.observacién evidente que también -
consigna Pigoury es que ‘‘las reacciones
no especificas son siempre mas débiles, con:
una dilucién dada de un antigeno, que'la
reaccion especifica de aquél” .

lie podido apreciar que no dejan, de
ser frecuentes que las reacciones entre un
suero y un antigeno. lieterélogo pueden
mostrarse positivas antes que la especifica
respectiva, auncuando al final la intensi-
dad de ésta sea mayor.

El antisuero caballo v. gr., con dilucio-
nes de antigeno perro se inicié a los ocho
minutos, en tanto 'que la especifica lo
hizo a los diez. En cambio, ésta fue fuer-
temente positiva antes que la primera.
El-hecho anotado probablemente obedezca
a “ fenébmeno de zona” .

Inmediatamente paso a-discutir los cua-
dros que he confeccionado para una fa;
cil interpretacion de los trabajos desarro-

llados. --

10. Discusién de los cuadros. -

a)  Antisuero caballo. Titulo: 1:20.000.
15 m.

El suero precipitante menos especifico
es el de caballo.

Como se vera en el cuadro nimero 1
precipita con el antigeno buey hasta dilu-
ciones de 1:10.000. A - diluciones del
1:20.000 no presenté signos positivos an-
tes de la primera hora. -

Los -tiempos =de precipitacion fueron
bien distintos a los de la reaccién espe-
cifica, y se verd que en tanto que demoré
al 1:10 veinticinco minutos para hacerse
fuertemente positiva la especifica al
1:20.000 tardé once minutos. '’

Con el antigeno porro la conducta fue
distinta, ya que resulté réapidamente po-
sitiva al 1:20.000 antes que la especifica
a la misma dilucion y que las demas dilu-
ciones mayores. En cambio la intensidad
final'fue menor.

Con el cerdo fue con el que tal vezlde-
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mostré iméas fuerte reaccion” ya que fue
fuertemente positiva a>los quinco-minutos
a la dilucién del 1:20.000. Sin embargo,
para’ la misma intensidad demor6 quince
minutos méas que la especifica. *

Con el antigeno ovino fue con el'que
demostré menor reaccién, pues sélo al
1:100 mostr6 caracter fuertemente-positi-
vo a los 30 minutos. Al 1:1.000 y 1:10.000
la reaccion :fue levemente positiva dentro
de la primera hora, y fuertemente positiva
al 1:10.000 pasada ésta. Al 1:20.000 se
mantuvo negativa.

Con el asno, como se anotdé anterior-
mente, el comportamiento fue igual al es-
pecifico. "

Estos resultados son completamente
opuestos a los que nos'da Valle (23), que
nos dice que el antisuero caballo es abso-
lutamente especifico.

Las experiencias con el antisuero caba-
llo no se terminaron por haberse agota-
do eLsuero, y so6lo puedo sefalar que con
éste titulado al 1:20.000 como minimo no
hay precipitacion cruzada al mismo titu-
lo con los antigenos heterdlogos buey y
cordero; pero si con los antigenos perro y
cerdo, los cuales toman mas tiempo 'para
la misma intensidad que la reaccién es-
pecifica.

Antisuero cerdo titidado 1:15.000, en un
minuto. s,

Si bien el antisuero caballo precipita
al antigeno heteré6logo cerdo, no podemos
derivar de alli que el antisuoro de esta
especie precipite en igual forma que el
antigeno de aquella (cuadro numero -2).

El suero precipitante de cerdo con el
suero antigeno de caballo se mantuvo ne-
gativa dentro de la primera hora, y lige-
ramente positiva después de la segunda al
1:10. De la dilucién del 1:100 en adelanto
fue negativa dentro de las dos primeras
horas. 'm '

Con el antigeno buey al 1:10 la:reac-
cion fue ligeramente positiva después de
la primera hora, y negativa a -las demas
diluciones.' m

-m Con el precipitégeno canino ligeramen-
te positiva a los 40 minutos y fuertemen-
te a la hora a,la dilucién .del 1:10. Nega-
tiva en las restantes.

Con el ovino el comportamiento fue igual
al anterior con la diferencia de haber da-
do ligeramente positiva al 1:10 a los 15
minutos y fuertemente positiva a la hora.
Negativa a las demés diluciones.

Por los datos anteriores se aprecia que
el antisuero cerdo al titulo anotado posee
un caracter especifico muy marcado si lo
comparamos con el correspondiente de ca-
ballo.

Antisuero perro- Titulo 1:15.000 en 5 m.
(Cuadro ndmero 3).

Este suero lo mismo que el anterior es
también mas especifico que el primero de
los estudiados. Los resultados de las pre-
cipitaciones cruzadas realizadas fueron los
siguientes:

Con el caballo al 1:10 ligeramente po-
sitivo a los 35 minutos y fuertemente po-
sitivo a la hora. Negativo a la dilucién
del 1:100 dentro de la primera hora, y
ligeramente positivo a la hora y media.

Las reacciones siguientes fueron, nega-
tivas.
Con el antigeno buey al 1:10 ligera-

mente positivo a los 60 minutos. A la di-
lucién del 1:100 el mismo resultado pasa-
da la primera hora, y negativo del
1:1.000 en adelante.

Con el antigeno cerdo mostré una ma-
yor identidad: al 1:10 ligeramente posi-
tivo a los 8 minutos y fuertemente posi-
tivo a los 15 minutos. Al 1:100 ligera-
mente positivo a los 20 minutos y fuerte-
mente positivo ,a los 50 , minutos. Al
1:1.000 negativo antes de ,Ja primera ho-
ra,-ligeramente positivo después de ésta.
Del 1:1.000 en adelante fue negativa.

Con el bovino se mantuvo negativo :al
1:10 a la primera hora y ligeramente a
lasidos.y media horas.. Las diluciones si-
guientes fueron negativas. n,
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mAntisuero buey. Titulo m1:15.000. 14 m.
. (Cuadro numero'4). _

La especificidad de este antisuero po-
demos resumirla, asi: .negativo con perro
y caballo a todas las diluciones; y nega-
tivo con cerdo del 1:1.000 en’ adelante;
con este antigeno presenta una reacciéon
ligeramente positiva a los 25: minutos y
positiva a. los 30 minutos al 1:100, y li-
geramente a la hora al 1:1.000.

Con el antigeno ovino es con el Unico
que presenta reaccion positiva cruzada
con todas las diluciones.

Antisuero humano

El antisuero humano obtenido fue bas-
tante débil y en la prueba especifica a di-
lucién del antigeno homélogo al 1:10.000
presenté resultado ligeramente positivo a
las dos horas.. Es por tanto necesario in-
vestigar con un suero de mas alta potencia.

En las precipitaciones cruzadas y el ci-
tado titulo dio negativa con todos los an-
tigenos.

Sin embargo, los datos consignados por
los autores parecen coincidir en su caréc-
ter, especifico a excepcién de algunos an-
tropoidea que dan precipitacién cruzada
con el hombre.

11. Conclusiones relativas a la especifici-
dad de los antisueros y del capitulo.

La principal conclusion' que se deduce
de las anotaciones que acabamos de ha-
cer, es que a excepcién probable del anti-
euero humano, ningln otro posee caracter
especifico en forma absoluta.

La especificidad varia con la especie
siendo entre todos los estudiados, el’caba-
llo el menos especifico.

El antisuero cerdo puede considerarse
como especifico cuando da positivo de la
dilucién del 1:100 en adelante.

El suero precipitante canino puede con-
siderarse como especifico cuando las reac-
ciones resultan positivas del 1:100 en ade-

lante, a excepcién de reacciones con el
preeipitégeno cerdo, con el,cual presenta
precipitaciones positivas hasta diluciones
del 1:1.000. Por tanto como especificas
deben considerarse, del 1:10..000 en ade-'
tante. - .

Las especies afines como caballo-asno,
y cordero-buey, presentan una menor di-
ferenciacion especifica, siendo menos espe-
cificas entre mas semejanza guarden las
especies. e =

Para aquellos casos.en que sea necesa-
rio hacer pruebas forenses en la medicina
veterinaria, debe procéderse con mucha
cautela, efectudndose reacciones testigos
con antigenos de. varios animales aun-
cuando su presencia no se sospeche.

El tiempo no influye sobre el caréacter
positivo o negativo de la reaccion, y aque-
llas negativas permanecen como tales aun
después de 72 horas.

Las precipitaciones de‘ antisueros con
antigenos heter6logos pueden manifestar-
se en el sentido positivo antes que la ho-
mologa respectiva, pero ésta, al final, es
mas intensa que la primera.

El fenémeno de zona es frecuentemen-
te observado en la precipitacion.

El transcurso del tiempo parece aumen-
tar la potencialidad del antigeno, no de-
biendo ser por tanto titulados los sueros
precipitantes sin establecer antes la va-
valoracién exacta e influencia posible del
tiempo sobre el antigeno. ,

Un mismo antisuero, por la razén an-
terior, puede ser de distinta potencia se-
gun la calidad del antigeno que se tome
para su titulacion.

CAPITULO 111

Albiminas modificadas. , Consideraciones

sobre la identificacion de carnes.

t

Para diferenciar las carnes de las dis-
tintas especies animales existen varios
métodos que son el quimico, el bioldgico
y el fisico. El primero se orientaria por
la riqueza glicogénica del musculo, y pa-
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rece servir-;para la identificacién de la
iarne de caballo que es rica en este saca-,
rido (16)> EIl fisico;se guiaria por los
caracteres -organolépticos; =y. el -biolégico
por sistemas serolégicos entre los cuales
la- precipitacion es la que nos interesa..

Es nuestro objeto expresar, en el eapi-
tulo presente algunas;observaciones, y de
ninguna manera, sentar doctrinas y lanzar
conceptos definitivos. Méas aun cuando
apenas alcanzamos a realizar unas pocas
experiencias por la premura del tiempo y
por Ja fuerza de las circunstancias.

Acerca de este tema puede decirse que
no hay dos autores que coincidan en sus
investigaciones y apreciaciones.

Porque no podemos perder de vista que
en este fendmeno como en, otros semejan-
tes, interviene un importante factor de in-
terpretacion personal que puede llevar a
apreciar en distinta forma una misma
reaccion.

El presente capitulo lo podemos dividir
en las siguientes partes:

a) Coctoprecipitinas.

b) Obtencién de sueros precipitantes
con albiminas modificadas.

¢) Precipitacion en antisueros normales
y macerados;de salchichas.

d) Discusiéon de los cuadros. r

e) Conclusiones del capitulo.

f) Conclusiones finales.

a) Coctoprecipitinas. ~

Por coctoprecipitinas entendemos aque-
llos, antigenos modificados por el calor. .

Sobre las cualidades de estas precipi-
tinas Unicamente nos habla Zinsser (12)
que da las conclusiones de trabajos efec-
tuados por diversos investigadores,

i “ Obermeyer y Pick (12) observaron
que las precipitinas producidas con suero
de buey sin modificar no reaccionaban
con.el suero de esta misma especie-si se
Is sometia a calentamiento, asi se tratara
de un antisuero potente. En cambio,.cuan-
do los animales inmunizados con suero
sanguineo .calentado (hervido), el antisue-

ro asi producido reaccionaba no sélo con
el suero -normar de. buey sino también
con el antigeno calentado, lo mismo que
con toda una serie de productos. deriva-
dos que no reaccionaban con precipitinas
naturales.” < :

“ Schmidt (12) afirma que el calenta-
miento .del sueromproteico a, 70 grados
centigrados por 30 a 60 minutos alteraba
su precitabilidad por "precipitinas nati-
vas producidas por inmunizacién con sue-
ro sanguineo no calentado. La ebullicion,
segln el mismo autor, impide que el an-
tigeno sea preeipitable por tales precipi-
tinas nativas, pero por otra parte parece
destruir sus propiedades antigenéticas de
producir precipitinas al inyectarla a ani-
males.”

“ En-experimentos efectuados por Zins-
ser y Ostemberg se trat6 de determinar, si
se podia o:no.producir precipitinas inyec-
tando animales-con proteinas que habian
sido hervidas, y apreciar la acciéon de,ta-
les sueros precipitantes sobre proteinas
hervidas. Al contrario de los resultados
de Fornet y Muller se hall6 que el sue-
ro hervido de.tres a cinco minutos inyec-
tado en conejos inducia precipitinas que
actuaban sobre proteinas hervidas, pero
al tiempo se comprobé que los anticuerpos
asi producidos no eran estrictamente es-
pecificos.” R

Podemos apreciar que en forma unanime
los autores parten del suero sanguineo pa-
ra obtener los sueros precipitantes des-
tinados a la identificacion de las carnes.
Al respecto dice Sauz Egafia (23) “ el an-
tigeno mas facil de obtener es el suero
sanguineo conseguido por coagulacion es-
pontanea” ; y los autores mencionados an-
teriormente efectian mdiversas experimen-
taciones sometiendo el suero sanguineo a
calentamientos, etc., para -investigar las
propiedades de los sueros asi obtenidos en
su empleo para la identificaciéon de car-
nes. e -,

Vemos ,igualmente que las opiniones y
conclusiones son contradictorias, y. Rup-
pin; (23), por ejemplo, dice que los pro-
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ductos ahumados o ligeramente cocidos
dan siempre una reaccion muy clara, y
que Rigler ha obtenido sueros activos que
reaccionaban con los macerados de carnes
hervidas y asadas, tan bien como si se
tratara de carnes frescas.

Mas adelante encontramos el; concepto
do que .(23) los inconvenientes del método
para la diferenciacion de las carnes con-
siste en que no se puede aplicar a las
carnes cocidas, a causa de la coagulacién
de las albuminas que, por lo mismo, re-
sultan insolubles. Asi, pues, la accién pre-
cipitante es so6lo aplicable a las carnes
frescas, saladas o ahumadas.

mFrancamente es imposible comprender
la razén de tanta contradiccién y el mo-
tivo de resultados-tan opuestos. En tan-
to que Obesmayer y. Pick fracasan al tra-
tar de precipitar albiminas modificadas
con antisuero normal, Ruppin sostiene
que los productos ahumados'o ligeramen-
te cocidos dan siempre una reaccion muy
clara; mientras Schmidt dice que el ca-
lentamiento del antigeno destruye las pro-
piedades antigenéticas, Zinsser y Ostem-
berg obtienen sueros precipitantes poten-
tes con tales antigenos, resultado al tiem-
po opuesto a los de Fornet y Muller.

. Mis experimentos, como dije anterior-
mente, son pocos,.y en sintesis tuvieron
como punto de partida la obtencion de
sueros precipitantes con albUminas modi-
ficadas.

b) Obtencién de sueros precipitantes con
albiminas modificadas.

El antigeno se prepar6 con macerado
de jamoén de cerdo de acuerdo con la téc-
nica dada en la primera parte del traba-
jo. Se inocularon los conejos numeros 73
y 77 en la siguiente forma: el nimero 77
en las siguientes fechas: Marzo 12, mar-
zo 20, marzo 22, marzo 28. ;

Para el numero 77 cada inoculacion
fue de 2 c. c. del macerado. La sangria
se precipit6 para la prueba de la titula-
cion el 9 de abril con- el resultado nega-
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tivo. Se inyectd seguidamente con .5 c~c.
por via intraperitoneal, habiéndose san-
grado definitivamente el, 25 del ,mismo
mes, con el 'resultado satisfactorio. La
potencia obtenida fue del ,1:10.000 en, 40
minutos, usando suero de cerdo como an-
tigeno.

El nimero 73 se inocul6 por cinco veces
con 2 e. c¢. endovenosos con una semana
de intervalo entre cada inyeccion™ con san-
gria al décimo dia después de la ulti-
ma. El antisuero obtenido fue de una po-
tencia ligeramente positiva en 15 minutos
al 1:40.000, titulo maximo obtenido du-
rante todas las investigaciones.

Se procedi6, como se habia hecho con
los demas antisueros de que hemos ha-
blado en la segunda parte de la tesis, a
probar el primer antisuero numero 77
con los antigenos buey, perro, ovino y ca-
ballo a diluciones crecientes hasta del
1:10.000.

Con estas pruebas efectuadas con anti-
genos heter6logos se observé uno de los
fendmenos mas interesantes del trabajo, y
como podra verse en el cuadro ndmero 5
los resultados obtenidos fueron absoluta-
mente negativos aun 72 horas después de
realizada la operacién. Se trata por tan-
to de una alta especificidad absoluta para
el cerdo obtenida con. inoculaciones suce-
sivas de un macerado preparado con ja-
moén de cerdo.

Para, una mejor comprobacién de
tan interesantes resultados anteriores, pro-
cedimos a verificar la misma experiencia
con el antisuero numero 73 obtenido en
la forma descrita, y como se vera en el
cuadro numero 0 las conclusiones deriva-
das fueron idénticas, a pesar de tratarse
de un suero precipitante de gran poten-
cia.

El hecho tiene una mayor trascendencia
que la que a primera vista pueda darsele,
ya que probablemente de alli es posible
sacar una técnica para, obtener sueros de
propiedades de especificidad absoluta pa-
ra todas las especies animales.

También podemos deducir que para'la

los
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naturaleza de un anti-
(jamones, , salchichas,
etc.), la reaccidon .debe hacerse entre el
antisuero obtenido con tales antigenos 'y
suero-antigeno normal de las especies so0s-
pechosas. - !
No nos fue posible obtener el fenéme-
no inverso que anotan como real los au-
tores citados al comienzo del capitulo.

apreciacion de la
geno modificado

m) Preparacion del antigeno modificado
y de sus divisiones.

Del primero ya hemos hablado mas o
menos extensamente, restandonos referir-
nos a sus diluciones.

No es posible hacer diluciones exactas
con un antigeno alterado y menos si se
trata de carnes. La proteina coagulada e
insoluble no es posible determinarla cuan-
titativamente para hacer diluciones exac-
tas. Pero la maceréacion permite sustraer
sustancias antigenéticas con las cuales pre-
parar las diluciones.

Los autores exponen procedimientos
aproximados, pero en ningan caso exac-
tos, para preparar el antigeno y dicen que
mdebe ser tMl-que agitandolos debe formar
un poco de espuma, o bien comparando
con diluciones albuminosas conocidas.

He hecho caso omiso, y preparado el
antigeno en la forma que. lié anotado pa-
ra la inoculacién; pero filtrando quince
y veinte veces por papel cuando se le ha
destinado como factor integrante de la
reaccion.

La mezcla antigeno-suero fisiolégico pa-
ra la maceracion sé preparé en forma de
que unos 20 gramos de carne modificada
} mas o menos tres veces su volumen de
suero fisiolégico diera 5 a 10 c.,c. de fil-
trado.

De este filtrado se parti6 para las di-
luciones. -

«d) Precipitaciéon entre antisueros norma-
les y macerados de salchichas.

Las salchichas a que me he venido re-
firiendo se prepararon con los condimen-
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tos ordinarios, y ahumadas por unos cua-
tro dias consecutivos a calentamiento ba-
jo. Asi que los resultados de estas prue-
bas no son aplicables a modificaciones dis-
tintas, por desconocer la forma en que
dichas modificaciones influyen en la pre-
cipitacion.

La experiencia Unicamente la realiza-
mos con los antisueros cerdo y bovino; de
los demés careciamos en ese momento.

Si bien la precipitacién resulté negativa
entre el suero precipitante producido con
macerado de jamoén de cerdo y los mace-
rados de las salchichas, hubo resultados
positivos entre los antisueros normales y
el mismo antigeno anterior. Estos resul-
tados en cambio como veremos en la dis-
cusion de los dos cuadros correspondien-
tes, dejan entrever claramente que el ahu-
mado y el calor modifican indefectible-
mente y en manera notorisima las cuali-
dades del antigeno, 110 ya como factor
productor de anticuerpos como habiamos
visto, sino como factor integrante de la
precipitacion misma. Con ello quiero sig-
nificar que el antigeno jamén fue capaz
de producir precipitinas, pero no de reac-
cionar con esos mismos anticuerpos que
habia formado.

e) Discusion de los cuadros.

19 Antisuero normal ovino. Titrdado
1:20.000 (cuadro numero 0).—Con todos
los antigenos a diluciones del 1:10, hubo
reaccion-" positiva, 'a diferentes tiempos.

Con*el caballo se mantuvo negativo por
una hora y fuertemente positivo a las dos
horas, lo:mismo que con el perro.

Con el antigeno cerdo se presenté po-
sitiva a la hora y cuarenta y. cinco mi-
nutos.

E1l cambio, con el ovino fue positivo
a la hora, y a la hora y media inici6 el
descenso del precipitado.

Con el buey inicié, como en el caso an-
terior, el descenso dentro del mismo tér-
mino. [ ]

A las diluciones, del 1:100 fue negativo
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en.todos, a excepcién del buey y ovino,
pero en forma muy leve a las dos horas.
.- 249" Antisuero normal del cerdo. Titulo
1:20.000.<1 minuto, (cuadro numero 10).
Con el antisuero cerdo los resultados fue-
ron diferentes y en la forma siguiente:
positivo en todos al 1:10, siempre con una
mayor intensidad con el antigeno homo-
logo con el cual el anillo se percibi6 mas
nitido. Las diluciones siguientes fueron
negativas con todos los antigenos.

3° Precipitacion entre antisuero normal’
y antigeno homdlogo calentado.— Querien-
do conocer el grado .en que el calor po-
dia influir sobre las cualidades del anti-
geno y siguiendo las ,experiencias de
Schmidt (12) someti suero sanguineo nor-
mal de cerdo a calentamiento en bafio de
maria, a la temperatura de 65 grados cen-
tigrados por 30 minutos.

Paralelamente se hizo la precipitacién
del mismo antisuero con suero normal.

Realizadas las pruebas se obtuvieron los
datos que consignamos a continuacion:
reaccion positiva rapida'y casi inmediata
al 1:10 y 1:100 con mayor intensidad en
ésta por fenémeno zonal. Al 1:1.000 reac-
ciond a los 50 minutos, al 1:10,000 per-
maneci6 negativo. En cambio con el sue-
ro sin alterar precipité hasta el 1:20.000.

i°Conclusiones del capitulo.—Se ha po-
dido obtener un antisuero de especifici-
dad absoluta, que por los medios ordina-
rios no pudo producirse.

Los antigenos ahumados a calor lento
(jamén de cerdo) inoculados en forma de
macerados en conejos, provoca la forma-
ciébn de sueros precipitantes de alta po-
tencia especifica para el suero sanguineo
de la especie correspondiente.

Los antisuros asi obtenidos no dan pre-
cipitados con el antigeno que provocd su
/ ormacion.

Los antisueros normales dan precipita-
dos con los macerados:de salchichas, pe-
ro con resultados posiblemente inciertos.

Las precipitaciones al 1:10 siempre se
presentan, auncuando parece que las reac-
ciones con los antigenos heter6logos de-

moran mas que los homélogos para pre-
sentar el caracter positivo. -

Es posible que el calentamiento del an-
tigeno normal a temperaturas mayores de
66 grados centigrados por 30 minutos, ha-
ga disminuir la potencialidad de la reac-
cion hasta la mitad. ;

Conclusiones finales del trabajo. /
1° Los antisueros obtenidos con suero

sanguineo son de especificidad relativa, y
la mayoria de ellos presenta reacciones

.positivas cruzadas- con antigenos heterd-

logos.

29 Se establecen los limites en los cua-
les las reacciones presentadas por los di-
versos antisueros, a titulos iniciales 6pti-
mos conocidos, son especificos.

.Los anteriores limites sefialados son los
siguientes:

a) Antisuero caballo (Cuadro numero
1) especifico para los antigenos buey y
ovino y a diluciones del 1:20.000 en ade-
lante;

b) Antisuero cerdo (Cuadro numero 2)
especifico para los antigenos caballo,
buey, canino, y ovino, a las diluciones del
1:100, 1:1.000 y siguientes;

¢) Antisuero canino (Cuadro numero 3)
especifico para el suero caballo a dilucio-
nes del 1:1.000, 1:10.000 y siguientes.

Con el antigeno ovino es més especifico,
y como tales puede considerarse aquellas-
diluciones del 1:100 en adelante.

. Para el suero cerdo las especificas son
s6lo aquellas del 1:10.000 en adelante.

d) Antisuero buey (Cuadro nimero 4)
especifico para los antigenos caballo y ca-
nino a todas las diluciones.

Para el cerdo es especifico para la di-
lucién del 1:10.000 en adelante.

Para el ovino no hay diferenciacién es-
pecifica.

3? EIl envejecimiento parece influir so-
bre la calidad del antigeno en el sentido'
de aumentar hasta el doble la potencia-
lidad de la reaccion.
<49 Por el fendmeno anterior se deduce
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que el* titulo de un antisuero varia' de"
acuerdo con la calidad del antigeno qué
se emplea para medir su potencialidad.

Se ha obtenido un antisuero de es-
pecificidad absoluta, imposible de produ-
<'eir .por .los medios comunes.

El citado antisuero se ha obtenido con
inoculaciones sucesivas de macerado de
jamoén de cerdo (Cuadros nameros 5y 6),
el cual resulté ser absolutamente especi-
fico para los antigenos empleados, a ex-
cepcion del suero sanguineo de cerdo.
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; Como consecuencia del hecho ante-
rior, deducimos que si al obtener un anti-
suero por inoculaciones de un antigeno
problema reacciona positivamente con di-
luciones dé un determinado suero sangui-
neo, es probable que el mencionado anti-
geno pertenezca a la especie cuyo suero-
antigeno normal se empleé para la reac-
cion.

7° La temperatura posiblemente ejerce
influencia preponderante sobre la calidad
del antigeno, y parece disminuir la poten-
cialidad de la reaccién hasta la mitad.

CUADRO NUMERO 1

ANTISUERO NORMAL DEL CABALLO

Diluciones Suero buey Suero canino Suero ovino Suero cerdo
Antigeno
1:11 F 1 25 M. F -7 M F -} 30 M. F -] 10 M.
1:100 F - 30 M. F - 10 m. F -] 30 M. F - 10 M.
1:1.000 F -] 30 M. F -[- 10 M. L -] 1 hora F - 15 M.
1:1(1.000 L -] 35 M. F - 35 M. F -]- D 1 hora F -} 30 M.
F - 45 M.

1:20.000 8 F -I- 15 M.

CUADRO NUMERO 2

ANTISUERO NORMAL DEL CERDO

Tit. 1:15.000 — 1 M.
Diluciones Suero caballo Suero buey Suero canino Suero ovino
Antigeno
1:10 L -] D. 2 horas L -} D. 1 hora L -] 40 M. L -} 15 M.
1:100
1:1.000

1:10.000
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Soluciones
Antigeno

1:10
1:100

1:1.000

1:10.000
1:15.000
1:20.000

Diluciones
Antigeno

1:10
1:100

171.000
1710.00

V.
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CUADRO NUMERO 3

ANTISUERO NORMAL DEL CANINO

Suero caballo Suero buey Suero ovino
L -} 35 M. L -] 1 hora L -] 2% horas
F - 1 hora

L -|- 1% horas L -} 70 M.

CUADRO NUMERO 4

ANTISUERO NORMAL DEL BUEY

Tit. 1:15.000 — 15 M.

Suero caballo Suero canino Suero ovino

e

Suero cerdo

M.
F | 15 M.
L -] 20 M.
F 5 50 M.

L -J- D. 1 hora

L 10 M.
F-j- 20 M.
L |25 M.
L --25 M.
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JAMON [E CERDO NUMERO

ANTISUERO
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CUADRO NUMERO 9
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Soluciones
Antigeno

1:10
1:100
1:1.000
1:10.000
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- CUADRO NUMERO 11

ANTISUERO NORMAL DE CERDO

X-

Diluéione; mSuero normal : Suero normal
Antigeno calentado .sin calentar
65? C. 30 M.
1:10 F 1 M. F -l- inmediato
1:100 F - 1M F-j- inmediato
1:1.000 L -} 50 M. . F - 1M
1:10.000 F - 1M
1:20.000 F -] 15 M.

CUADRO NUMERO 12
ANTISUERO JAMON DE CERDO

Titulado con suero sanguineo de cerdo 1:40.000

Suero caballo Suero buey Suero canino

Suero ovino
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