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RESUMO

Os Autores procuraram verificar. em soro de lotes de camundongos, mfecta-
dos com amostras de T. eruzi de diferentes patogenlcldades através da eletrofo-
rese em acetato de celulose, imunoeletroforese cruzada e imunofluorescéncia, se a
~ resposta sérica desses animais apresentava diferencas significativas. Alteracdes
nos nivels das proteinas totais e das fragdes séricas, mostraram ser independentes
da amostra de T. eruzi inoculada. A andlise, através da eletroforese em membranas
de acetato de celulose, dos soros de ambos os lotes de camundongos infectados
revelou alteragdes ciclicas das fragbes séricas. O consumo especifico de trés fra-
cOes séricas foi evidenciado pela imunoeletroforese cruzada. Os perfis soroldgl-

cos tragados a partir dos resultados obtidos pela 1munof1uorescenc1a, indireta, nfo
mostraram diferengas significativas entre os lotes. O conjunto das observagoes :

mostrou gue, embora as amostras de T. cruzi utilizadas na presente 1nvest1gagao
tenham comportamentos bioldgicos diferentes, a resposta sérica induzida, pelas

mesmas e avaliada através dos métodos empregaaos niao mostrou d1ferengas sig-

nificativas.

INTRODUCAO

A ocorréncia de alteracdes guantitativas das
proteinas séricas de diferentes hospedeiros in-
fectados por hemoflagelados do género Trypa-
nosoma tem sido relatada por diversos Autores.
Tais alteragbes tem sido investigada tanto em
pacientes chagdsicos em fase crdnica ou em
aguda 17,21, quanto em camundongos experimen-
talmente infectados 72,

Entretanto, os Autores no s¢ preocuparam
em estabelecer correlacio entre as caracteristi-
cas bioldgicas, das amostras de T. cruzi utili-
zadas e as alieraches séricas encontradas. Desse
modo, nio temos informacgdes se, durante a in-
feccBo por diferentes amostras, ocorre O Imes-
mo padrdo de alteracdes séricas. Para ohtencio
de tais informacées, procuramos estudar com-
parativamente a respostéx sérica de camundon-

gos de mesma linhagem e experimentalmente
infectados, com amostras de T. eruzi de- dife-
rentes patogenicidades.

MATERIAL E METODOS
Inoculacio experimental dos camundongos

Camundongos Swiss com 25 dias de 1dade
foram inoculados 1ntraper1tonea1mente com 0,2
ml de sangue de camundongos contendo mime-
ro conhecido de tripomastigotas circulantes,
estimado pelo método de Pizzi modificado por
BRENER* e diluido em salina 0,15 M estéril.

Utilizamos indculos de 200 e 3000 tripomas-
tigotas das amosiras Y ou NIC de T. cruzi, res-
pectivamente, dividindo nossds anlmals em dois
lotes: : : Do

~T
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Lote ¥ — constituide de 225 camundon-
gos inocculados com 200 tripomastigotas da
amostra Y;

Lote NIC — constituido de 225 camundon-
gos inoculados com 3000 tripomastigotas da
amostra NIC.

Seguimento da infeccio

Diariamente registramos a mortalidade ob-
servada nos dois lotes de animais. Semanal-
mente, eram escolhidos a0 acaso 15 animais de
cada lote, para verificacio de parasitemia e ob-
tencdo de soro.

A verificacio de ocorréncia de parasitemia
foi realizada examinando-se ao microscépio 6p-
tico, entre lamina e laminula 22x23 mi, sob ob-

jetiva 40x, duas aliquotas de 5 mm?3 de sangue

colhido da cauda de cada -camundongo. For-
mam-se, assim, 7250 campos microscdpicos, 50
dos guais. escolhidos ao acaso foram examina-
dos, Os animais foram conS{derados negativaos,
quando ndc se encontrava pelo menos um tri-
panosonj_a em pelo menos um dog 50 campos
examinados. O sangue colhido por puncéo car-
diaca desses ammals serviu para obtencao das
misturas de soros que eram centrifugadas a
3500 r.p.m. durante 40 minutos, inativadas a
56°C por 30 minutos e armazenadas em Freezer
a 20°C, até o momento de serem analisadas,

Anidlise das misturas de soros

A% misturas de soros colhidas semanalmen-
te foram analisadas quanto ao seu teor protei-
co pela reacdo com o blureto, utilizando-se ums
curva padric de proteinas tragada a partir de
uma solugio de soro albumina bovina previa-
mente dosada pelo processo do microkjeldahl 2,
As misturas de soro foram ainda analisadas por
.eletroforese em mempranas de acetato de cefu-
'lose 1munoe1etr0forese cruzada e por. 1muno-
fluorescéncia, 1nd1reta

Pata a realizacio de imunoeletroforese cru-
zada, preconizada por CLARKE#, utilizamos so-
ro- polivalente de coelho antiglobulina de ca-
mundongo diluido a 1/40 e como controle so-
T0s de animais normais e de animais inoculados
com hemdcias de carneiro, de idades correspon-
dentes as idades dos camundongos infectados
com T. cruzi, nas trés _primeiras semanas, Soro
proveniente dos lotes, de animais infectados e
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dos controles foi utilizado puro e num volume
de 10 microlitros.,

A técnica da reagiio de imunofluorescéncia
indireta preconizada por CAMARGO 6, foi uti-
lizada para a constatacio da presenca de anti-
corpos anti-F. cruzi.

RESULTADOS
1. Evolucio da infecciio experimental

A evolucio da infecco nos grupos de 15 ca-
mundongos inoculados com amostra ¥ ou NIiC
e examinados semanalmente mostrou que prati-
camente a totalidade dos animails apresentou
parasitemia 20 final da 2° e 3° semanas apos a
inocculagdo (Fig. 1). Pode-se ainda verificar pela
Fig. 1, que as porcentagens de animais com pa-
rasitemia persistente, nas semanas subseqiien-
tes, foram varidveis na dependéncia da amostra
de T. cruzi inoculada.

Como se pode observar na Tabela I, a mor-
talidade decorrente da infecgfio foi mais acen-
tuada no lote inoculado com a amostra ¥ que
no inoculado com a NIC,

TABETLA I
Numero de animais mortos em diferentes semanas apds a
inoculacio com as amostras ¥ ou NIC de T. cruzi

Amostras NIC Y
Semanas

1 2 0
3 0 0
3 4 53
4 0 25
5 0 3
8 8 3
7 1 2
8 il i
9 0 [
10 0 e
11 a .
12 0 —
i3 - 0 —
14 0 -

Total 87

) Ll
&

2. Proteinas séricas no decurso da infeccio

Nos soros dos animais infectados com qual-
~quer das amostras de T. cruzi utilizadas, o teor
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Fig. 1 — Porcentagem <le ammals com parasitemia, em amostras de 15 camundongos, em relagio
a0 tempo de inoculagio com as amostras ¥ ou NIC de T, cruzi

de proteinas totais e das diferenies fracoes de-
tectadas pela eletroforese em membranas de
acetato de celulose mostrou diferencas quantita-
tivas no decurso da infecgdo. O teor de protei-
nas séricas totais aumentou durante a infecgio
em ambos os lotes, sobretudo a partir da 2°
gemana, perdurando durante todo o periodo de

observagio (Fig. 2).

Os niveis séricos da fragio albumina pra-
ticamente dobraram em determinadas semanas,
reduzindo-se a seguir a niveis mais baixos, néo
retornando entretanto ac nivel normal (Fig. 2).

O teor das fraghes o, 8 € v detectadas apds
a eletroforese em acetato de celulose, revelou,
de modo geral, umn aumento gue ocoIreu de mo-
do ciclico, a intervalos de trés semanas, em to-

das as fracbes (Figs. 3, 4 e B).

Experiéncias de imunoeletroforese cruzada
revelaraim que, durante a infeccho de carmun-
dongos pelo T. cruzi, seja.com a amostra Y se-
ja com a NIC, ocorre reducéo do nivel de trés
componentes séricos, presentes nas regiGes das
albuminas, « ¢ 2 globulinas (Figs. 6 e T).

No decursc da infecciio chagdsica tais com-
ponentes, apresentam concentracoes varigveis
gue entretanto se mantém até a 12° semana de
infeccio em niveis inferiores aos normais
(Fig. 7). .

Estes componentes nao sofrem alterdgOes
aprecidgveis no soro de animais Jnoculados com
hemsdcias de carneiro (Fig. 8).

3. Producio de anticorpos no decurso da infec-
cio .

A evolughio dos niveis de anticorpos detec-
tados contra antigéno homdlogo, pela Imunc-
flucrescéncia indireta, mostrou aumento a par-
tir da 2. semans, ndo havendo diferenga signi-
ficativa entre os dois lotes de animais (Fig. 9).

DISCUSSAO

O comportamento bioldgico de um parasita
avaliado, em animais- experimentalmente infec-
tados, através da evolugio da infeccio, dos ni-
veis de parasitemia, dos diferentes tropismos,
das alteragdes teciduais e da mortalidade, € in-
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Fig. 4 — Niveis da fragio 2 globulina, em mg/ml de soro, em grupos de 13 animais inoculados
com as amostras ¥ ou NIC de T. cruzi, em relagdo a0 tempo de inoculacdo
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Fig. 5 — Niveis da fragic y globulina, em mg/ml de soro, em grupo de 15 animais

inpeulados com as amostras ¥ ou NIC de T. cruzi, em relagio ao tempo de inoculacao

fluenciado por fatores inerentes aos animais
hospedeiros 1478, Torna-se dificil, portanto, com-
parar resultados publicados por diferentes Au-
tores sobre o. comporiamentc de varias amos-
tras de 'F. cruzi, mesmo guando esges estudos

sio feitos com uma mesma raca de camundon-
gos (Swiss, por exemplo) visto que virios es-
togues de uma raca mantidos em diferentes
laboratdérios podem, na realidade, representar
populagbes geneticamente diferentes.
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Infectados com NIC

Normais

Fig. 6 — Padrio imunosleiroforético de soros de camumndongos normais e infec-
tailos, de idades correspondentes a 1.2, 39, @ 3+ semnanas apds o inoculagio

Torna-se necessirio, portanto, que a verifi-
cagio da existéncia ou nio de diferen¢as no
comportamento bioldgico de diferentes armos-
trazs de T. cruzi Seja realizada a partir de ex-
periéncias de comparagao de parimetros leva-
das a termo em um mesmo estogque popula-
cional de camundongos.

Os resultados obtidos no presente trabalho
sobre o comportamento das amostras Y ou NIC,
avalindas num mesmo estoque de Swiss, mos-
tram gue elas sao significantemente diferentes.

De [ato, para conseguirmos o estabelecimen-
to de uma infeccio suficientemente prolongada
gue permitisse o estudo das alteraches séricas,
necessitamos utilizar indculos diferentes. Com
a amostra Y, utilizamos indculo 15 vezes infe-
rior ao indculo da amostra NIC.

A despeito da dose utilizada com a amos-
tra ¥ ser bem menor que a da NIC,
a mortalidade provocada pela amostra Y
foi 6 vezes superior & provocada pela ino-
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culacio da NIC., Evidencia-se, assim uma maior
patogenicidade da amostra ¥ em relacio a NIC,
entendendo-se por patogenicidade a capacidade
de determinar lesdes teciduals que possam de-
terminar a morte do hospedeiro .20,

0 decurso da infecciio provocada pelas
amostras ¥ ou NIC foi igualmente diferente.
Duas verificacbes sucessivas, na 2° e na 3.° se-
manas apos a inoculagio, em diferentes amos-
tras de 15 animais, tomadas ao acaso de cada
um dos lotes, mostraram gue de 93 a 100% da
populagio inoculada com as amostras Y ou NIC,
respectivamente, estava efetivamente infectada.
Contudo, a partir da 4" semana de observaciio,
nota-se uma nitida diferenga entre os lotes, no
gque se refere 4 porcentagem de animais com
parasitemia. Enguanto nos animais inoculados
com a amostra Y os tripanosomas desaparecem
da circulagho por volita da 6 semana, nos ino-
culados com & amosira NIC escassos Lripomas-
tigotas circulantes permaneceram por longos pe-



SALATA, E. & RANGEL., H. de A,

panasomi cruei. 1 Amostras YT e Nicargua.

Alteraches quantitativas das proteinas séricas em camundonges infeclados com Try-
Rev, Inst, Med, trop, Sio Paole 22:331-341, 1980,

Indectados com NIC

Infectados com ¥

Fig. 7 — Padrao imunoeletroloréiion de soros de camundongos  infectados  com
amostras MIC oo ¥ de T, orumi em diferentes semnangs apds & inoculagio

riodos na circulacio (até 14 semana) em Ccer-
ca de 53% dos animais.

A auséncia de parasitemia evidente, em ani-
mais inoculados com a amostra ¥ a partir da
6. semana apds a inoculagao, pode ser interpre-
tada seja como cura espontinea, seja como pa-
rasitemia subpatente, a gual nio pode ser de-
tectada pela técnica empregada visto gue esta
¢ ineficiente na evidenciacio do hemoflagelado
em infeccies cronicas da Doenga de Chagas. Em
qualguer dos casos a comparagao dos dois lo-
tes de animais inoculados sugere gue O meca-
nismo de defesa no lote incculado com a amos-
tra Y possui maior controle da infecgio nos
animais sobreviventes que no lote inoculado
com a amostra NIC.

Alteracies nos niveis das proteinas ocor-
reram no decurso da infecgio com as amos-
tras ¥ ou NIC. Esses niveis se elevaram a par-
tir da 1 semana apds a inoculagio, mantendo-

se relativamente alto até o {inal do periodo de
observacao de cada lote.

As curvas obtidas relacionando-se tempo de
inoculagio com niveis de proteinas apresenta-
ram resultados concordantes nos soros de ca-
mundongos inoculados com uma ou outra amos-
tra, salvo uma pequena diferenca observada
entre a 2° e 3° semana apds a inoculagéo.

Tal diferenca ocorre por conta da fragao
albumina, uma vez gue esta se apresentou di-
minuida no mesmo periodo de observacio,
acompanhando a diminuigio observada na cur-
va de proteinas totais do lote de animais inc-
culados com a amostra ¥,

A causa dessa diferenca entre o comporia-
mento dos animais inoculados com as amostiras
¥ opu NIC no iniclo da infecciio ndo foi investi-
gada, podendo-se entretanto, supor gue neste
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periodo haja maior catabolismo de albumina em
animais inoculados com a amostra Y.

A elevacao geral das proteinas séricas po-
de ser atribuida a uma hemoconcentragio e/ou
4 um aumento absoluto de algumas proteinas
do soro. A hipotese da hemoconcentragio, con-
seqiiente de uma alteracio nos mecanismos de
reabsorcaco de dgua, encontra apoio nas obser-
vaches de OLSEN & coll e de BICE & ZELE-
DON # gue demonstraram a presenca de pseu-
docistos de amastigotas em tecido renal seja
de animais naturalmente infectados, seja de ani-
mais experimentalmente infectados com algu-
mas amostras de T. cruzi.

A andlise das fracdhes eletroforéticas, obti-
das atraves da eletroforese em acetato de ce-
lulose, revelou, de modo geral, um aumento de
todas as fraches.

De modo geral os niveis de albumina dos
soros de ambos os lotes estio acima do nor-
mal, ao contririo do que termn sido assinalado
por virios Autores 72 no que se refere a se-
res humanos naturalmente infectados, ou por
SENECA & col.® ¢ CAPBERN & col’ no que
respeita a camundongos experimentalmente in-
fectados pelo T. cruzi.

. No gque tange aos seres humanos, os baixos
Fig, & — Padrio imunoeletrofordtico de soros de camun- niveis de a“b_umjna e de pm‘jﬁn% totals p-c:derg
dongos, inoculados com hemdelas de carnelro, de idades  S€T conseqiiéncia de uma dieta com deficiéncia

correspondentes n 10 & 35 semanas apis a inoculaciio cronica de proteinas. Esta dieta, segundo

ELTE S

Fealproca da difuigde do sore

T T r T T 1
o H 4 L] a n 2

Semasal opds @ inoculepln

Fig. % Evolugio o niveis de anticorpos anti T, ered, detec-
taios pels reagio de imunofluorescéncia indiretn, em grupos de
15 eamundongos inoculados com 85 amostras ¥ ou NIC de T, erusi
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GOOD & colll, determina em camundongos ex-
perimentais uma redugfo de 21% das proteinas
totais e 15% de albumina. No entanto, no que
se refere aos dados obtidos em camundongos,
nio encontramos justificativa para a discordin-
cia entre nossos resuitados e os dos Autores aci-
ma citados.

Apesar de termos encontrado elevacdo dos
niveis de albumina, aparentemente a maior con-
tribuicdo para o aumento dos niveis das pro-

teinas totais provém das alteracdes observadas:

nas globulinas. A partir da 3. semana de obser-
vacho, encontramos um discreto, porém signi-
ficativo aumento nos niveis das fragdes o e
B e acentuado aumento das fracdes v globuli-
nas, em soros de ambos os lotes de animais
inoculados com T. cruzi. ' '

Tal elevacio seguramehnte é consegliente da
resposta humoral do hospedeiro frente ao agen-
{e agressor, provavelmente como resultado do
aumento do estimulo imunogénico resultante
da liberacio de produtos originarios do meta-
bolismo ou da lise do protozodrio visto que
hia um aumento do titulo de anticorpos detec-
tados pela reacido de imunofluorescéncia indi-
reta.

E possivel também due algumas das alte-

ragbes dos niveis das globulinas sejam conse-

giiéncia da esplenomegalia ou das lesdes pro-
vocadas pelo parasita, a exemplo do gue ocor-
‘re na infestacio pelo S. mansoni? ou na tripa-
nossomiase africana s

De modo geral, as curvas dos niveis de pro-
teinas totais e das fragbes eletroforéticas de
ambos os lotes de animais foram superponi-
veis e sofreram variagbes ciclicas que, entre-
tanto, nac foram concordantes.

As flutuac¢oes ciclicas podem ser conseqiién-
cia dos sucessivos ciclos de desenvolvimento
intra e extracelular, pelos quais passa o T. eruzi
no mamifero hospedeiro. Esses sucessivos ci-
clos devem corresponder, no parasita, & for-
macio de novas estruturas e novos antigenos, o
gue pode alterar a expressio imunogénica e an-
tigénica do protozodrio, levando o hospedeiro
novamente a uma estimulacgio com producio
de anticorpos de diferentes classes e subclas-
ses e de afinidades e especificidades as mais va-
riadas.

Por outre lado a mudanca da fase intrace-
lular para extracelular, acarretando lesOGes de

novas células, pode acarretar aumento de 4 glo-
bulinas como na infestacao pelo 8. mansoni .

As reducles dos niveis das globulinas po-
dem ocorrer em conseqiiéncia: 1 — Da fase
intracelular guando, entfio, o material imuno-
génico torna-se inacessivel aos linfdcitos sensi-
bilizados, cessando o estimulo da producdo de
novas moléculas de imunoglobulinas; 2 — Da
neutralizacio, pelas imunoglobulinas especifi-
cas, dos antigenos liberados na circulagio; 3 —
De uma alteracto no catabolismo das proteinas
plasmaticas.

Segundo JENNINGS & colll, hd um aw
mento do catabolismo das proteinas plasmiti-
cas de camundongos infectados com T. brucei.
Considerando-se que aparentemente tal fato
também ocorre em camundongos infectados
com T. cruzi, pois tem sido demonstrada in vi-
tro atividade proteolitica em extrato brute de
formas epimastigotas de T. cruzi com agio Sso-
bre globulinas e albumina de soro humano ¥,
teriamos possibilidade de incriminar também
a 3. alternativa acima como responsdvel pelas
reducdes temporarias dos nfiveis das proteinas
séricas.

Os resuitados por nds obtidos na anglise
das fragdes g e v globulinas estdo em. pleno
acordo com dados apresentados por diferentes
pesquisadores 71721 e 2,

A andlise pela imunceletroforese cruzada
revelou alteracBes nos padrdes eletroforéticos
dog soros de camundongos em amhos os lotes,
nio mostrando, entretanto, diferencgas signifi-
cativas entre os dois lotes,

Os padrdes eletroforéticos dos soros do lo-
te inoculado com a amostra Y e do inoculado
com a amostra NIC foram semelhantes, tendo
confirmado aumento das regides de albumina,
a®e B globulinas.

Nos niveis séricos das fracdes que possuem
mobilidade eletroforética correspondente as £
globulinas, observamos no inicio da infecgdo
chagdsica, uma reducéio gque ocorreu imediata-
mente apos a conclusio do primeiro ciclo intra-
celular do parasita, isto &, apGs o aparecimento
na circulaéﬁ.o dos primeiros tripomastigotas ori-
gindrios do ciclo intracelular que se completa,
segundo DVORAK & HYDE?® por volta de 65
dias apds a infecglo da célula hospedeira, in
vitro. Como nfo fol detectada na ocasido a
presengs de anticorpos, podemos praticamente
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excluir a possibilidade de que esta redugiio se-
ja devida & absorcio de imuneglobulinas espe-
cificas pelos antigenos liberados na circulacio,
8 Mmenos gue existam anticorpos naturais espe-
cificos para determinantes internos do hemo-
flagelado. A hipGtese mais provivel ¢ que a
reducio observada seja reflexo de consumo des-
sas protefnas ou pelo T. cruzi ou pelo aumento
do catabolismo dessas proteinas. A normaliza-
¢do dos niveis das globulinas iniciase entre a
2" e 3" semanas de observacio, ocasiio em gue
podem ser evidenciados anticorpos especificos
para T. eruzi. Este fato, sugere fortemente que
as flutuacGes nos niveis das imuneglobulinas
estio em correlagio com a producio de anti-
corpos pars diferentes determinantes antigéni-
cos do parasita ou o envolvimento de diferen-
tes classes de imuneglobulinas. :

Quanto & reducdo dos componentes que
possuem mobilidade eletroforética correspon-
dente & regides de o globulina e de albumina,
que também Ocorreram apenas em camundon-
gos infectados com T cruzi, acreditamos seja
resultante de seuj.ponsumo'__‘pelo hemoprotozod:
I'io.

Esta hipdtese estd de acordo com as ob-
servagles do O'DALY 5 ¢ BRETANA & cols,
que demonstraram in vitro a presenga de cineo
proteinas em soro fetal de bovino, essenciais
para a multiplicagfo e crescimento de T. cruzi
em meio de cultura. Das cinco proteinas carac-
terizadas por estes Autores, trés apresentam
identidade com a fracio V do soro de Cohn e
migraram de modo idéntico na imunoeletrofo-
rese. Das duas proteinas restantes, uma mi-
grou na regiio das 4 e a outra ng regido das B
globulinas.

A comparagio dos padrdes obtidos pela
imunoeletroforese cruzada, com soros dos lotes
de animais inoculados com as amostras ¥ ou
NIC de T. eruzi, nio mostrou diferencas sig-
nificativas entre as duas amostras.

Por outro lado, os niveis de anticorpos ve-
rificados pela imunofluoreseéncia indireta tam-
bém nfic mostraram diferencas significativas
entre os soros de ambos os lotes.

O conjunto de nossas observacfes nos mos-
tra que, embora as amostras de T. eruzi utili-
zadas ne presente investigacio tenham compor-
tamentos bioldgicos diferentes, a resposta séri-
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ca avaliada pela dosagemn de proteinas, pela ele-
troforese em acetato de celulose, pela imunoele-
troforese cruzada e pela imunofluorescéncia in-
d1reta nio mostrou d1ferengas significativas.

Este fato ndo mvahda a hipétese da exis-
téneia de diferencas na resposta imunitdria du-
rante a infec¢lo com ambas as amostras.

Se por um lado o teor das diferentes glo-
bulinag e de anticorpos foi idéntico, por outro
lado n#o temos informagbes sobre a especifi-
cidade desses anticorpos, nem. sobre as d1fe~
rentes classes e subclasses envolvldas

A identificacio das vdrias classes e sub-
classes-de imuneglobulinas produzidas sob o es-
timulo de diferentes amostras de T. cruzi € dg
sume importancia para se investigar o meca-
nismo de controle de infeccfio, visto que ¢ sa-
bido que as mesmas possuemn caracteristicas
biolégicas diferentes,

SUMMARY

Quantitative alterations of sera proteins in mice
infected with Trypanosoma cruzi
I — “Y” and Nicaragna strains

Two different strains of T. cruzi (Y and Ni-
caragua) were compared by investigating the
mortality rate, persistence of parasitemia and
level of different serum proteins components
of infected animals.

Results obtained showed that mice infection
with ¥ strain presented higher mortality rates
than those infected with Nicaragua strain. Chro-
nic infection could be only stablished when 3000
parasites of Nicaragua strain or 200 of the Y
strain were infected.

Although the- infected number of parasites

-of the Y strain was 15 times smaller than that

of Nicaragua, the mortality rate of the Y infect-
ed mice was at least 6 times higher.

Comparison of sera weekly obtained from
groups of 15 animals didn’t show remarkable
differences on the level of different components.
Crossed Jmmunoelectrophoresm experiments
indicated that 3 different sera components are
consumed during infection with both strains.
Such consumption was not observed when the
sera of similar aged groups of either normal
mice or of mice immunized with sheep red
cells were examined: :
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