ESTUDIOS SERODLOGICOS EN LA INFECCION EXPERIMENTAL
CON MICROORGANISMOS NEL GENEROD AEROMONAS

Por

ANDREs SORIANO LLERAs *

RaMIiRo MARTINEZ SiLva **

INTRODUCCION

En un articulo previo (1) se han
comunicado los resultados serolégicos
obtenidos en conejos adultos, que ha-
bian sido infectados con gérmenes del
género Aeromonas, en lo referente al
momento de la aparicién de anticuer-
pos y su evolucion posterior.,

En el articulo actual publicamos
los datos relativos a la persistencia de
esos anticuerpos después de un largo
periodo de reposo; la influencia que
sobre ellos ejerce, la administracién de
suspensiones bacterianas de estructura
antigénica varia, pero distinta a la que
posee la cepa de Aeromonas sp., utili-
zada en esta experiencia; y, por ulti-
mo, caracteristicas de la respuesta se-
cundaria, después de una nueva infec-
cion.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado conejos infectados
experimentalmente con la cepa.nime-
ro 461 de Aeromonas sp., cuyos resul-
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tades, en la respuesta primaria, han
sido comunicados ya.

Estos conejos, que habian recibido
tres inyecciones de la suspensién de
gérmencs vivos, a lo largo de un pe-
riodo de veintitrés dias, fueron estu-
diados en su respuesta inmunoldgica
durante setenta dias, dejindolos en re-
poso hasta que se cumplieron seis me-
ses de la primera inoculacién del ger-
men. En ese momento se hizo una
sangria de control para conocer los
niveles de anticuerpos contra la cepa
nimero 461 y para cerciorarnos de
que no habia anticuerpos contra los
antigenos que se iban a utilizar.

Inmediatamente los conejos fueron
inoculados, por via intravenosa, con
1 c. c. de una suspensién de gérmenes
muertos, en numero de 109, en solu-
cién salina fenicada al 0,5%, de Ia
manera siguiente:

Conejo 101, suspensién de E. coli, ti-
po 0111.

Conejo 102, suspension de Shigella
flexneri, tipo 2%,

Conejo 103, suspension de Brucella
aborius, cepa 19.
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Conejo 105, suspensién de una varie-
dad hemolitica de Proteus morga-
nii.

Conejo 106, suspension de Salmonclla
enteritidis.

A los seis dias de la administracion
de estos antigenos los conejos fueron
sangrados, ¢ inmediatamente después
todos fueron inoculados por via intra-
muscular, con 1 c. ¢. de una suspen-
sién de la cepa nimero 461 de Aero-
monas sp., que contenia 107 gérmenes.

A partir de este momeanto, se reali-
zaron sangrias a los dos, cuatro, siete
y catorce dias, y uno, dos, tres, cuatro
y cinco meses. Las sangres se obtuvie-
ron de la vena marginal y los sueros se
mantuvieron en el congelador a 20° C.
hasta el momento de practicar las re-
acciones simultineamente.

Técnices de demostracion de anticuer-

pos.

1. Tas técnicas para demostracion
de los anticuerpos, contra la cepa de
Aeromonas sp., ya han sido descritas en
un articulo anterior e incluyen reaccio-
nes de aglutinacién, fijacion del com-
plemento y de anti-hemdlisis. (1).

2. Las técnicas para demostrar an-
ticuerpos contra las cepas de E. coli,
P. morganii, Sh flexneri y S. enteriti-
dis, consistieron en la aglutinacidn,
por el método en tubo, de estas sus-
pensiones sometidas a 55° C. durante
30 minutos y conservadas en suero fi-
siolégico fenicado al 0.59%, con una
concenwracién de 10 gérmenes por
c. ¢. Para el conejo 103, inoculado
cen la suspension de Br. abortus, ade-
més de la técnica de aglutinacién se
empleé la técnica cuantitativa de fi-
jacién del complemento, para lo que
el antigeno utilizado en la aglutina-
cién se diluyé al 1/10; esta técnica no
diferia de la utilizada para la reaccién

de fijacién del complemento con la
cepa numero 461, sino, obviamente,
por lo que respecta al antigeno.

Se hiciercn diluciones dobles, pro-
gresivas, de los sueros procedentes de
los diferentes conejos, iniciandolas al
1/20 y en volimenes de 0.5 c. ¢., a
los que se agregaban cantidades igua-
les de las respectivas suspensiones. La
mezcla se dejé a 37° C., aproximada-
mente, durante 24 horas, y se proce-
dié a la lectura de la aglutinacién que,
en sus grados menores, se llevé a cabo
por medio de un aglutinoscopio.

Resultudos.

1. Respuesta primaria.

A los seis dias de haber inyectado
las suspensicnes por via intravenosa,
se pudieron obtener los niveles mis
elevadns de anticuerpos para los anti-
genos de Brucella, Shigella y Proteus.
Con las suspensiones de Salmonella cn-
teritidis 'y E. coli no se alcanzaron,
sino hasta los dias noveno y undécimo,
respectivamente.

Estos titulos, que oscilan entre
1/5.120 para el conejo inmunizado
con S. enteritidis y 1/1.280 para los
otros <onejos, se mantuvieron entre
once y catorce dias, para comenzar a
declinar ripidamente al principio y a
un ritmo mds lento, en periodos pos-
teriores (grafico ntmero 1).

A los cinco meses de haber practi-
cado la inyeccién de estos antigenos
les titulos observados fueron bajos,
variando entre 1/40 para la Brucella;
1/80 pira Proteus, Coli y Shigella;
ostentando el titulo mas elevado, el
conejo inmunizado con la suspensién
de S. enteritidis, que todavia aglutinaba
a un titulo de 1/160.

2. Respuesta secundaria.

En ¢l momento de la sangria de
control, es decir, después de haber su-
frido tres dosis infectantes de Aero-



ESTUDIOS SEROLOGICOS

131

monas sp., seguidas de un descanso
aproximado de cinco meses a partir de
la ultima, los titulos de anticuerpos
contra la cepa numero 461 variaban
en los distintos conejos para las dife--
rentes funciones anticuerpo que se
querian demostrar (grafico numero
2). Los titulos mas bajos se observa-
ron por medio de la reaccién de anti-
hemolisis, que dio niveles entre 1/20
y 1/80. En cambio, las reacciones de
aglutinacion y fijacién del comple-
mento mostraban titulos que oscila-
ban entre 1/320 y 1/640.

La inyeccidén intravenosa de las sus-
pensiones de E. coli, Shigella flexneri,
Brucella abortus, Proteus morganii y
Salmonella enteritidis, no afecté el ni-
vel de estos anticuerpos.

La administracién intramuscular de
107 microorganismos de la cepa ni-
mero 461 de Aeromonas sp., realizada
a los seis dias de haber inyectado los
antigends anteriores, produjo una ele-
vacién de los anticuerpos para la cepa
en estudio que se evidencib, para uno
de los conejos, entre el segundo y cuar-
to dias, y, para todos los demas, entre
el cuarto y séptimo dias.

Las elevaciones en los titulos de los
anticuerpos que se produjeron como
respuests a una nueva infeccién, va-
riaron para los distintos animales, sien-
do los niveles mayores de 1/2.560.

Los titulos se mantuvieron inalte-
rables durante periodos que oscilaban
entre swete y setenta y seis dias, y,
cuando comenzaron a declinar, fue en
forma muy paulatina.

Al darse por terminada la experien-
cia, los titulos demostrables por las
reacciones de aglutinacién y fijacién
del complemento, variaban entre 1/320
y 1/1.280 (grafico numero 3). .

Mientras existia un marcado para-
lelismo en la furncién anticuerpo,
puesta de manifiesto por medio de las
reacciones de aglutinacién y fijacién
del complemento, habia una discre-
pancia por lo que hace a la inhibicién

de la hemdlisis. Después del discreto
aumento experimentado a continua-
cién de la primera inyeccién infectan-
te, los titulos de antihemolisina per-
manecieron inalterables durante todo
el proceso inmunitario.

Discusion.

Las primeras observaciones sobre
elevacisn de anticuerpos tras la admi-
nistracién de sustancias no relaciona-
das antigénicamente con ellos datan de
comienzos de este siglo. Dieudonne (2)
fue el primero en comunicar el incre-
mento de anticuerpos experimentado
por conejos inmunizados contra el ba-
cilo tifico a continuacién de la inyec-
cién de cinamato sbédico. Dreyer y
Walker (3) obtuvieron un aumento
de las aglutininas en conejos inmuni-
zados con E. coli después de la inyec-
cién de Staph aurcus. Weil y Félix (4)
observaron una aumento de las aglu-
tininas contra el bacilo tifico en el
$3% dz los pacientes con tifus exan-
tematico y otros procesos infecciosos.
A la misma conclusién llegé Fleckse-
der (5). Conradi y Bieling (6) ob-
servaron una elevacién semejante de
los anticuerpos contra el bacilo tifico
en individuos inmunizados contra este
microorganismo; estos autores logra-
ron demostrar el mismo fenémeno en
conejos inmunizados con bacilos tifi-
cos después de la administracién de
microorganismos como colibacilo, dif-
térico, etc. Kirstein (7) obtuvo resul-
tados anilogos en conejos inmunizados
con bacilos tificos a los que se les ad-
ministr) virus de la vacuna.

Walbum y Berthelsen (8) observa-
ron que la administracién de determi-
nadas sales conduce a un aumento en
la produccién de anticuerpos, presen-
tindose una elevacién secundaria si la
inyeccidn se realiza en el momento en
que éstos comienzan a declinar.
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Rosher (9), empleando conejos in-
munizados con un antigeno de Bacte.
coli, no logré demostrar una elevacién
secundaria de anticuerpos con inyec-
cién de Staph. aureus y eritrocitos de
carnero. Dixon y Maurer (10) llegan
2 la misma conclusién utilizando co-
mo antigenos una serie de proteinas,
sin observar nunca un aumento de an-
ticuerpos a un antigeno tras la inyec-
cién de antigenos no semejantes. Cli-
nicamente, Koomen y Morgan (11),
en el curso de procesos febriles tan va-
rios como influenza, pleuresia, bron-
coneumonia, mononucleosis, etc., es-
tudian la respuesta seroldgica en indi-
viduos inmunizados contra el bacilo
de la tifoidea, sin haber observado una
elevacién significativa de los anticuer-
pos.

En nuestras experiencias, la inyeccién
intravenosa de suspensiones de E. coli,
Shigella flexneri, Brucella abortus, Pro-
teus morganii, Salmonella enteritidis,
que poseen una estructura diferente a
la que presentan los gérmenes del gé-
nero Aeromonas, no fue seguida de
efecto alguno sobre los anticuerpos
contra estos gérmenes.

La inoculacién de la suspensién de

Aeromaonas sp., nimero 461, va se-

guida de¢ un notable aumento de los
anticuerpos séricos demostrables por
las téenicas de aglutinacién y fijacién
del complemento. Este incremento tie-
ne lugar entre los dias 4 y 7, y tan
sélo en uno de los animales la respues-
ta es méis precoz, presentindose entre
los dias 2 y 4. Esta elevacién guarda
una relacién con la respuesta primaria
que oscila entre 8/1 y 32/1, para las
reaccionss de aglutinacién y de fija-
cién del complemento, mientras que
la relacidn entre respuesta secundaria
y primaria en la reaccién de antihemé-
lisis es de 1. Esta discrepancia de re-
sultados vuelve a plantear las cuestio-
nes que comunicibamos en un articu-
lo previo (1). Parece interesante ano-
tar el hecho de que la cantidad de

gérmenes de la cepa en estudio, 107,
utilizada para la reinfeccién dltima,
no produjo en ninguno de los conejos
alteraciones locales, mientras que las
primeras inoculaciones habian provo-
cado abscesos en las extremidades pos-
teriores que se abrieron, y, esponta-
neamente, curaron. El hecho de no
producirse cambios en el lugar de Ia
inyeccidn, indica claramente que los
conejos presentan una inmunidad que
persiste durante un periodo de tiempo
largo, frente a una dosis provocadora
intensa. La no elevacién de anticuer-
pos a la hemolisina parece descartar el
que pueda aceptarse esta substancia
como factor de virulencia de los gér-
menes que nos ocupan. En efecto, es
bien corocido el hecho del incremento
que experimentan los anticuerpos con-
tra toxinas tras la administracién del
antigeno homdlogo, aun cuando los
niveles en el momento de la inyeccién
sean muv bajos (12-13). En presencia
de estos hechos es necesario concluir
que la técnica de demostraciéon de an-
ticuerpos contra la hemolisina no es
adecuada para evidenciar el estado de
resistencia frente a los microorganis-
mos de este género.

La nvpersistencia de niveles elevados
de anticuerpos (1/320 y 1/640), de-
mostrables por las técnicas de agluti-
nacién v fijacién del complemento,
en periodos muy tardios del proceso
inmunitario. es un hecho constante.
Por medio de estas técnicas, cabe es-
perar poner de manifiesto infecciones
antiguas en el hombre o los animales.
Desafortunadamente, la complejidad
antigénica de los microorganismos que
constituyen este género (22), hace
necesario el uso de diferentes suspen-
siones de gérmenes que representen a
los varios grupos que lo integran, ya
que el antigeno comin a todos ellos,
la hemolisina, no induce en el proceso
infeccioso anticuerpos a niveles que
sirvan para diagnéstico.
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La persistencia de los niveles de an-
ticuerpos depende de factores tan va-
rios coimo el ritmo de introduccién del
antigeno (14, 15, 16), la dosis (17--
18), el estado inmunitario previo (10,
19, 20, 21), el animal empleado, etc.
En el caso de nuestras experiencias, es

RESUMEN

1. En la infeccién experimental de
conejos con gérmenes del género
Aeromonas, los anticuerpos demos-
trables por las técnicas de agluti-
nacién y fijacién del complemento
persisten por un periodo de varios
mescs.

2. La introduccién de antigenos, no
emprrentados con estos anticuer-
pos, no los afecta en sus niveles.

3. La reinfeccidén experimental indu-
ce una respuesta inmunolégica se-
cundaria que se evidencia entre el
cuarto y séptimo dias.

4. Los niveles de antihemolisina no
sufren modificaciéon alguna tras la
inyeccién de antigenos homélogos
o heterdlogos.

5. La persistencia de los anticuerpos
durante la infeccién experimental
sugiere que podrian buscarse en
sueros humanos y de animales con
fines epidemiolégicos.

necesario, ademais, tener en cuenta el
haber utilizado una suspensién de gér-
menes vivos con la posibilidad de que
los animales puedan seguir albergan-
dolos, y actuando de esta manera co-
mo un estimulo antigénico prolon-
gado.

SUMMARY

1. In experimental rabbit infections
by germs of the genus Aeromonas
using agglutination and comple-
ment fixation techniques antibo-
dies formation persist for a period
of several months.

2. The introduction of antigens un-
relaten to these antibodies do not
affect their levels.

3. The experimental reinfection in-
duces an immunological secondary
response which is manifested bet-
ween the fourth and seventh days.

4, The levels of antihemolysin do not
undergo any modification after
the injection of homologous or
heterologous antigens.

5. The persistence of antibodies du-
ring the experimental infection
suggests that they could be inves-
tigated for epidemic purposes in
human and animals sera.

Damos las gracias a la sefiorita Nelly Rodriguez por su asistencia técnica.
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