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En la preparacidn de’este Manual en inglés sc ha contado con la colaboracion de los
sutores de las distintas téenicas de prucba o reaccidn, y con la de la Seccidn Seroligica
del Laboratorio de Investigacién de las Enfermedades Vendreas, de Chambualee, Gu.,
E.U.A,, suyos direstor ¥ gubdirector son el Dr. Siduey Olansky y el Sr. Ad Harris,
respectivamente,

Este Manual recinplaza los suplementos Nos. 9, 11 y 22 de la revista The Jouwrnal of
Venereal Discazse Information, y la Graica—VD 85,

La Oficing, Banitaria Panamericana ha traducido este Manual al espafio] con la an-
torizacion del Bervicio de Salnd Pablica del Departamento de Salubridad, Edueacidn
v Asistencia, de los listados Unidos,
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Preambulo

En la Asamblea de Directores de Laboratorio v Serdlogos, (ue sc reunis en
Hot Springs, Ark., en octubre de 1938, 1o Comisidn sobre la Necesidad de
Seguir la 'Téenica Convencional en la Ejecucidn de Reacciones Seroldgicas
Seguras para la Sifilis (Comittes on the Need of Adherence to Conventional
Technique in the Performance of Reliable Serologic Tests for Syphilis)
hizo la siguientc recomendacién:

“Uno de los factores que més influyen cn que no se sigan las téenicas origi-
nales es el hecho de que muchos serdlogos y téenicos serdlogos no estin al
cortiente de los progresos que se realizan. s de imprescindible necesidad

“ahandonar los mdétodos anticuados. Ha sido una causa de dificultades la

publicacidn de nuevas y convenientes medificaciones de téeniea, por los au-
tores del método respectivo, en libros v revistas que, en su mayorfa, no
suclen estar al aleance del serdlogo. A fin de vencer estos inconvenicntes,
esta, comision recomienda la publicacién, minuciosamente detallada, de los
procedimientos téenicos que deben seguirse para realizar cada una de las
pruebas seroldgicas para el diagndstico de la sifilis seguras v ya probadas
que se emplean ordinariamente en este pais. Be recomienda que se encargue
de ests publicacidn cl Servicio de Balud Publica de los Estados Unidos, en
colaboracidn con log creadores de los métodos, como suplemento de The
Jowrnal of Venereal Disease Information.”’

Esas rccomendaciones han quedado cumplidas con la publicacion de los
manuales de Pruebas Scroldgicas para la Bifilis, como cl Suplemento 9
(1939), o Buplemento 11 (1940} v el Suplemento 22 (1949) de The Journal
of Venercal Disease Information y la Girafica-VID-85 (1944). Con el objeto
de continuar esos servicios ¢l Laboratorio de Investigaciones sobre Enferme-
dades Venéreas del Servicio de Salud Piiblica de los Estados Unidos ha
colaborado con los antores de las pruebas en la reunidn de datos para este
nuevo manual, En vista de que se ha suspendido la publicacién de The
Journal of Venereal Disease Informuation, este manual debe considerarse
como una publicacidn del Servicio de Salud Piblica de los Estados Tnidos,
el que ha aulorizado a la Oficina Sanitaria Panamericana para traducirlo y
editarlo en castellano, para informacion de los laboratoristas y serdlogos de
la América Latina,
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Informaciones Generales

Una téenica de andlisis estd integrada por equipo, reactivos, volimenes,
periodos de tiempo, temperatura v orden de procedimiento. Cads uno de
estos factores puede ser de igual importancia y ninguno de ellos se puede
descuidar impunemente. Los téenicos que hacen cambios arbitrarios en los
métodos recomendados dehen asumir toda la rcsponsablhdad por los re-
sultados del andlisis.

Aun cuando las reacciones serologicas para investigar sifilis no son comple-
tamenle especificas, y algunos sueros y liquidos céfalorraquideos tienen lu
capacidad de reaccionar positivamente en una reaccidn ¥ negativamente en
otra, el andhisis de los resultados seroldgicos discordantes, yva sen en términos
de diagndstico o de proudstico, no debe ser hecho por el téenico. Hsas deci-
siones se hallan sdlo dentro de la jurisdiceion del médico. Sin embargo, es
posible obtener resultados vilidos de los andlisis serolégicos cuando (a) se
usan reactivos estandarizados y controles adecuados, (b} cuando se siguen
cstrictamente las recomendaciones {éenicas, y (¢} cuando se expresan los
resultados on la forma especificada para cada procedimicnto,

Fl téenico deherd cnsayar sicmpre cada nuevo lote de veactivo antes de
ponerlo en uso, comparindolo con uno conocido que tenga reactividad
aceptable. Se recomienda esta conducta prescindiendo del origen del nuevo
reactivo, En los parrafos siguientes se pasard revista a otros factores quc es
neeesario fomar en cuenta en el control de las reacciones seroldgicas,

Equipo

lLa temperatura de log bafios de Maria se debe comprobar cada vez que
estos se usan. De igual modo, la temperatura del refrigerador debe com-
probarse diariamente por medio de un termdmetro colocado en la parte ocu-
pady por las gradilias, Ademds, sc tomard la temperatura al abrirv el re-
frigerador por primera vez en la mufiana, si se acostumbra mantener en él
las reaceiones de fijacién del complementa (fijacién de 16 a 18 hrs)).

La velocidad de los aparatos de agitacién v rotacidn debe ser revisada por
€l téenico vadn vez que se utilicen, ¥ no se permitird una varincion notable
en las velocidades preseritas.

Las centrifugas deben estar equipadas con tacdmetros a fin de poder vigilar
y controlar la velocidad. El interior de las centrifugas se limpiara de vez en
cuando para evitar que caigan particulas de polvo en las muestras.

Las pipetas automdticas se comprobardn diariamente en relacidn con el
volumen correcto de rendimiento. 81 fuera nccesario hacer algdn nuevo
ajuste, se debe recoger y medir en un cilindro graduado y certifieado un
volumen de 25 & 50 entregas dc la pipeta.
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Cristaleria

Iin los laboratorios seroldgicos sélo se debe usar eristaleria quimicamente
limpia. Los tubos v pipetas, de los cuales no sc han eliminado completa-
mente las soluciones de profeina, adquieren una pelicula de color pardo.
Esta pelicula generalmente se puede hacer desaparecer por inmersidn en ung,
solucidn de bicromato con dcido sulfdrico.

Cuando se wsan paras el lavado soluciones alcalinas o deidus, se debe enjua-
gar perfectamente a fin de quitar todo vestigio de las soluciones limpiadoras.
Diariamente se investigard la reaceidn en muestras de la cristaleria con
papel o soluciones indicadoras, a [in de impedir que se use en el laboratorio
cristaleria guimicamente contaminada.

Los tubos, las ldminas o las pipetas que se hayan despdértillado o rayado en
forma tal que dificulten la lectura de los resultados deberan ser desechaduas
¥ reemplazadas.

Reactivos

Antigenos

1. Todas las reacciones seroldgicas para la investigacidn de la sifilis deseri-
tas en este manual, con excepeién de las reacciones de Kahn, emplean anti-
genos de cardiolipina-leciting. La cardioliping v la leciting purificada a que
nos referimos cn cste texto son productos que se han wislado y purificade
por métodos ya publicados (7) y que satisfacen los estdndares de valoracidn
quimica y seroldgics estublecidos por la Organizacién Mundial de la Salud.!
En la mayorfa de los casos s¢ ha visto que resulta mis praclico y econdmico
comprar anktigenos de cardioliping que producirlos partiendo de sus varios
componentes y hacer después la obligada comprobacidn scroldgiea.

2. Los antigenos deben producir reacciones eualitativas v euantitativas con
sucre ¥ liguido eéfalorraquideo que resulten comparables con las que se
obtienen con un antigeno estindar. Antes de poner en uso ordinario cada,
nuevo lote de antigeno, debera probarse en comparacién con uno conocido
que tenga reactividad aceptable. Es necesario realizar esta prueba en para-
lelo durante mis de un dia, y las diferencias en reactividad entre los dos
antigenos quc sc¢ analizan no deben ser mayores que lus obtenidas con emul-
siones duplicadas de antigenos estdndar,

Productos Quimicos

Loz productos quimicos, como clorure de sodio, colesterol, ete., deben ser
purisimos y satisfacer las especificaciones de la téenica del procedimiento,
Pueden producirse reacciones falsas cuando se emplean productos quimicos
de calidad inferior.

! Farmacopea Internacional.



Agua Destiluda

El agua destilada de mala calidad puede ser debida a ¢queno se impia, con
la frecuencia neccsaria, el destilador o el recipiente en que sc conscrva. La
clase de agua corriente y el nimero de horas por dia que trabaja el destilador
determinarin la frecuencia de la limpieza. Las determinaciones periddicas
de pH y conductividad sirven de fieles indicadores de la pureza del agua -
destilada. Cuando se va a almacenar, el agua destilada debe colocarse en
recipientes de vidrio duro, herméticamente cerrados, para evitar los cambios
debidos al paso de iones del vidrio v la absorcién de gases presentes en el
laboratorio. Ks preferiblé usar agua recientemente destilada.

Soluciones Salinas

Kl cloruro de sodio para uso en las soluciones salinas se debe desecar en un
harno de aire caliente durante 30 minutos a 160°-180°C., a fin de climinar
todo la hurnedad absorbida. Se evitard una temperatura mas alta porque
podria causar la descomposicidn de la sal. El eloruro de sodio puede entonces
pesarse v almucenarse en tubos de ensayo, tapouados con corcho, para
evitar el tener que pesario diarinmente. Las sales se disuelven en agua des-
tilada ¥ la solucion se agitard cuidadosamente para asegurar una meszcla '
perfecta. 8i se almacena, la solucidn se debe colocar en recipientes de vidrio
duro herméticamente cerrados para evitar la contaminaecién,

Temperatura

La temperatura u la cual se ejecutan afecta cn grado diverso el resultado
de las resceiones seroldgicas para la sifilis, Algunas reacciones deben ser
hechas al baiie de Maria o en refrigerador, a las temperaturas prescritas.
Para uniformidad de los resultados se recorienda realizar otras rcacciones
a la temperaturs ambiente, entre 23° y 20°C, (73° a 85°F.).

Informe de los Resultados de las Reacciones Serolégicas

El National S8erology Advisory Council, en su informe de 1953 al Cirujano
Cleneral del Servicio de Salud Piblica de los Estados Unidos, recomendaba
el uso de una nueva ferminologia para informar los resultados de las reac-
ciones seroldgicas de sifilis. El nueveo sistema darfa uniformidad a la ex-
presion delos resultados y evitaria lasimplicaciones diagndsticas. De acuerdo
con csas recomendaciones, los términos Keactive, Débilmente Reactivo y No
Reactive substituyen a los términos Positive, Débilmente Positive o Dudoso
y Negativo, al informar el resultado de las reacciones.

Se recomicenda, al informar el resultado de las reaceiones cuantitutivas (2),
que el titulo se exprese en términos de lu mayor dilucidn en la cual la
muestra que se analiza produco un rvesultado Reactive (positivo) y que el
término dils, que es una contraceidn de la palabra “diluciones”, se use para,
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identificar este punto final de la dilucién reactiva. Por este medio las reac-
ciones de intensidad idéntica recibiriun el mismo informe en términos de
dils, aun cuando se empleen distintos métodos de anAlisis.

Control de la Realizacion de la Prueba

Algunos de los factores que influyen en la realizacién de la prueba ya han
sido descritos. Ademds, se recomiendan firmemente las comprobaciones
inter e intralaboratorio.

FEstas incluyen el uso diario de sueros controles de reactividad conocida,
lecturas periédicas de comprobacidn para mantener uniformes los niveles de
lectura entre el personal del laboratorio, y comparacién de los resultados
obtenidos en los sueros de control con aquellos de un laboratorio de refe-
I'elncla.

Se deben incluir controles en eada serie de sueros en estudio. En las reac-
ciones de floculacién cn ldmina, cada preparacién de emulsion de antigeno
deberd ser examinada primero con esos sueros de control. En otros casos
csos suerns se incluirdn en la serie de reacciones. Los resultados obtenidos
con los controles deben reproducir una pauta cstablecida de reactividad.
En el caso de que esos resultados no sean aceptables, los nuevos andlisis se
harin solamente cuando se haya establecide de nuevo la reactividad dptima.

El uso diario de controles de suero en todas las reacciones seroldgicas de
sifilis es una practica del Laboratorio de Investigacidn en Enfermedades
Venéreas que ha resultado valiosa para deseubrir variaciones en los niveles
de reactividad que de otro modo podrian haber pasado desapercibidas. El
Dr. W. A. Hinton no recomienda, sin embargoe, su uso en la reaceidn de
Hinton (3}.

Se pueden preparar sueros controles con diversos grados de reactividad de
la manera siguiente:

1. a. Se cscogen los sucros Reactivos (no Débilmente Reactivos) entre la
serie de analisis diarios, colocdndolos en recipientes adecuados para
conservarlos por congelacidn.

b. Se oblienen los sueros No Reactivos de la misma manera.

2. Los sueros mezclados se almacenan en un aparato congelador o en el
departamento de congelacién de un refrigerador.

3. Cuando se vayan a preparar los sucros de control, se descongelarin las
mezelas 4 la temperatura ambiente o en bafio de Maria a 37°C.

4. A continuscion se procederd a fltrar las mesclas de suero por un filtro
Seitz para eliminar las particulas.

5. El suero de cada mezela serd medido v se ag,rcgam 1 mg. de polve de
mertiolato® por cada mililitro de suero,

2 Ely Lilly and Co., Indianapolis, Ind.
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6. Se prepararin diluciones preliminares de suero Reactivo cn suero No
Reactivo. Pueden usarse diluciones seriadas de 1 a 2, o se puede escoger un
procedimiento semejante al descrito en el ecuadro 1.

7. Se practicarin con csas diluciones de suero todas las reacciones regular-
mente usadas en el laboratorio y se anotarin los resultados.

Cuadro 1. Resultados obtenidos con diluciones de suero
preparadas para el uso como controles diarios

: Reaccién ” Reaccién | Reaccién | Reaceidn
Diaciones | S350, | oo | Regelbn ol Beageion | T B | T
(md.) {ml.}
1 1,0 1,0 R4+ R RA+ R R Ra+
2 0,8 1,2 R4+ R R4+ R. R R4+
3 0,7 1,3 R4+ E3 RA+ I T RaL
4 0,6 1,4 R3- R R4+ R R R4-+
5 0,5 1,5 R2+ R R34+ R R Ra+
] 0,4 1,6 DRi+ R R24 R R R34+
7 0,3 1,7 DR+ DR | DR1+ R R R24
8 0,2 1,8 NR DR [DR1+ | DR DR DR+
9 0,1 1,9 NIk NR NR NR NR NR
10 0,0 2,0 NR NR NR NR NR NR

R = Reactivo, DE = Débilmente Reactivo. NR = No Reactivo

Basséndose en los resultados indicados en el cuadro 1, se puede eseoger una escala de
diluciones adecuadas para las reacciones de Kahn, VDRL en ldmina, y Kolmer, de la
mancra siguiente:

Control 1—Dilucién 2
Cantrol 2—Dilucion 5
Control 3—Dilucidén 7
Control 4—Mezcla No Reactiva

o, si las reaceiones que se van a hacer incluyen reaeciones VDRL en ldmina, de Maz-
zini y de Hinton, se pucde cscoger un juego de diluciones de Ia munera siguiente:

Control 1—Dilueidn 2
Conirol 2—Dilucién §
Control 3—Dilucitén 8
Control 4—Mezcla No Reactiva

8. Escéjase, parn suero control, una dilucién que sea Reactiva 6 4+ en
todos los analisis, y una o mis diluciones que muestren reactividad interme-
dia. 8i se emplean varios tipos de reacciones, es posible que se necesiten dos
o mas diluciones para obtener lecturas exactas en todas ellas.

9, Caletlese la cantidad de cada dilucidn de suero que hay que preparar,
lo que quedars determinado por la cantidad necesaria para los andlisis de
cada dia, el perfodo de tiempo en el que se van a usar los controles y la clase
de almacenaje disponible.



Los sueros de control, debidamente taponados, se pueden conservar por
aproximadamente 60 dias en un aparato de congelacidn, 30 dias en el de-
partumento de congelacién de un refrigerador v de 7 a 10 dias en cstado
liquido en un refrigerador. '

10. Prepirense los volimenes caleulados de. cada dilucién de suero y
mézeclense perfectamente,

11. Ensdyese de nuevo cada mezela de suero con todas las reacciones en que
se va a usar como control,

12, Midanse cantidades alicuotas de cada dilucion, suficientes para una
jornada de trabajo, en tubos debidamente rotulados y firmemente cerrados
con corchos cublertos de parafina, Distribdyanse en orden v sométanse a
refrigeracién. Desputs de 24 horas revisense de nuevo los corchos v séllense

con sellos pldsticos o cinta adhesiva para mayor proteceion contra la, evapo-

racion.

13. Para uso diario, sdquese una muestra de sueros controles del almace-
naje, descongélese a la temperatura ambicnte, mézclese perfectamente,
gométase a centrifugacidn, decdantese el suero y caliéntese durante 30 minu-
tos a H6°C.

14. Los nuevos lotes de sueros controles deben analizarse en comparacign
con el que estd en uso corriente v cstablecer su pauta de reactividad antes
de ponerlos en uso ordinario.
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Equipo General

Los siguientes articulos de equipo y eristaleria que se usan cominmente en
el laboratorio seroldgico han sido omitidos en las listas que aparecen en cl
texto de cada una de las técnicas de andlisis a {in de evitar la repeticién de
las mismas.

Equipo

Centrifuga con tacémetro.

Bomba hitro para conexidn de agua.

Relojes de aviso.

Microscopio, monocular o binocular,

5. Lampara de microscopio.

. Gradillag de maders o de alambre para los tubos con las muestras.
. Refrigerador de 6° a 10°C. con departamento de congelacidén.
Reloj crondmetro.

Termdmetros adecnados para los bafios de Maria y el refrigerador,
10. Bafios de Maria para 37°C. y 56°C,

w0 =
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Cristaleria

1. Frascos con tapén de vidrio, Pyrex, con capacidades de 100 ml. a 1
litro. .
2. Cilindros graduados con capacidades de 50 ml. a 1 litro.
Frascos de Erlenmeyer con capacidades de 25 mi. a 2 litros,
4. Pipetas serolbgicas graduadas hasta la punta:
0,1 ml., graduadas en 1{y¢ de ml.
0,2 ml., graduadas en 1440 de ml.
1,0 ml., graduadas en {gq de ml.
5,0 ml., graduadas en 144 de ml,
10,0 ml., graduadus en 144 de ml.
5. Tubos para muestras, dc tamafios adccuados para recoleccidn de
sangre v de liquidoe céfalorraquideo.
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Reaccion de Referencia

de APHA

Antes de ejecutar esta reaceidon, el téenico debe familiarizarse con el conlenido
de los capitules Informaciones Generales y Equipo General.

Equipo

1. MAquina rotatoria, ajustable a 180 r.p.m., capaz de moverse en circu-
los de 37 de pulgada de didmetro sobre un plano horizontal.

2. Disgpositivo para hacer anillos de parafina de aproximadamente 14
mu, de didmetro.
3. Boportes para ldminas. Hechos de un material conveniente y destina-~
dos a acomodar ldminas de 2 x 3 pulgadas,
4. Agujas hipodérmicas.
a. Calibre 23, que rindan aproximadamente 100 gotas de solucidén
salina. por mililitro, (81 se sostiene la jeringa en posieidn casi vertical
generalmente rendird la cantidad deseada.)
b. Calibre 25, agujas de bisel corriente, calibradas para dar 75 gotas
de emulsién de antigeno por mililitro. (Sosteniendo la jeringa en
posicién horizontal, con el bisel hacia abajo.)
Nota: Se pueden emplear otros medios para reportir los reactivos, pero
es de primordial tmportancia que en cada andlisis se use la cantidad
adecuada (175 mi.) de emulsion de antigeno.

Cristaleria

[y

. Pipetas, de 0,2 ml., graduadas en 0,01 ml.
b 2. Trascos con tapdn de vidrio o con tapdn de rosea (recubierto con
papel de estano), redondos, de 30 ml. de capacidad.
3. Laminas de vidrio, de 3 x 2 pulgadas.
4, Jeringas, tipo Luer, dc 1 6 2 ml,

Reactivos

1. Antigeno

El antigeno para esta prueba es una solucién alechdlica que contiene
0,02% de cardiolipina, 0,9% de colesterol (precipitado Pfanstiehl en
aleohol etilico absoluto o de igual calidad) y suficiente lecitina purifi-
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cada para reproducir el nivel de resctividad del antigeno estindar. Ta
Asoclacidn Americana de Salud Pdblica y la Seccidn de Laboratorios
de la Organizacidn Mundial de la Salud realizan estudios conjuntos
(1) para determinar la concentracién optima de lecitina para cste
antigeno,

2. Soluciones salinas
a. Solucidn salina al 0,9 por ciento

Pésense cuidadosamente 900 mg. de cloruro de sodio previamente
desecado al horno y agréguese a 100 ml. de agua destilada. TFiltrese 1a
soluclon salina antes de su uso,

b. Sclucidn sulina tope

Tormaldehido, neutro, purisimo, ml. ... ... .. ... ... .. ... ... .. ... 0,5
Yosfata digddico (Na,TTPO, + 12H.0), gme. ... ... ... ... ... 0,003
Faosfato monopotasico (KH.POL) gm. ... 00 .. e 0,17
Clorure de sodio, ALC.8., gm. . ... ... . .. ... 10,000
Agun destilada, ml...... o oo 1.000,0

La solucidn du lecturas potenciométricas de pH 6,0 + 0,1 y se alma-
cenya en frascos con tapén de rosea o de vidrio.

Preparacion de los Sueros

1. El suero claro se calienta al baiio de Marfa a 56°C. durante 30 minutos.
Todos los sueros que contienen particulas visibles después de calentados
deben ser centrifugados nuevamente.

2. Los sueros que vayan 4 usarse después de 4 horas de haber sido calenta-
dos se colocaran de nuevo durante 10 minutos en un hafio de Maria u 56°C.

Preparacion de las Laminas

1. Los anillos de parafina se preparan por medic del dispositivo especial
(véasc “Equipo” pdg. 9).

2. Todas las ldminas se limpian de la manera siguiente:

a. Las laminas nuevag se limpian con jabdn Bon Ami, el cual se quita
con un pafio suave después de seco.
b. A las ldiminas usadas sc les quita previamente la parafina con agua
jabonosa caliente, después se lavan con agua y jabdn y se lex aplica
Bon Ami en la forma descrita para la limpieza de las laminas nuevas.
3. 8i las ldminas estan perfectamente limpias, el suero se extendera por si
solo al coloearlo dentro del anillo de parafina.
4. 51 el suero no se extiende, no se use la 14mina, puesto que es una indica-
cién de que no estd completamente limpia.
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Preparacion de la Emulsién de Antigeno

1. Deposilese con una pipeta 0,4 ml. de solucién salina tope en el fondo
de un frasco redondo de 30 wl. con tapdn de vidrio o de rosea.

2. Afiddase 0,56 ml. de antigeno (la mitad inferior de una pipeta de 1,0 ml.
graduada hasta la punta) directamente sobre la solucidn salina, mientras se
imprime un movimiento de rotacidn suave pero continuo a la botella sobre
una superficie plana.

Nota: El anttgeno se ofiade gola o gota, pero con cierla rapidez, de modo que
permite la seltda de 0.5 mi. de antigeno en 6 segundes. La punia de la pipeta
no deberd descender del lercio superior del frasco y la rotacién no serd tan
SJuerte como pare mojar la pipela con la solucién solina.

3. Saplese la 1dltima gota de antigeno de la pipeta sin que ésta toque la
solucion salina,

4. Contintese la rotacién de la botella durante otros 10 segundos.

5. Con una pipeta de 5,0 ml. afiddanse 4,1 ml. de solucion saling tope.

6. Tapese el frasco y agilese vigorosamente durante 10 segundos aproxima-
damente.

7. La emulsion del antigeno estd lista para su uso v puede ser utilizada
durante un dia.

Todas las emulsiones de antigeno deben ensayarse con sueros controles de
reactividad conocids, asi como con la solucidn salina. Las reacciones que se
obtengan von estos sueros controles deben reproducir Ia escala de reactivi-
dad establecida para ellos. Las particulas de la emulsién del antigeno en el
suero No Reactivo y en la solucion salina control no deben ser demasiado
grandes. 81 las particulas de antigeno no son de tamafio satisfactorio (lo
que detcrminard la experiencia), se desechard la emulsién.

La Reaccidén Serolégica

1. Distribiyanse cantidades de 0,04 ml., 0,02 ml., y 0,01 ml. de susro pre-
vigmente calentado en ¢l primero, segundo v tereer anillos de parafina de las
laminas, mediante una pipets de 0,2 ml.

2. Agréguense, con ung jerings provista de aguja, dos y tres gotas de solu-
cidn salina al 0.9 por ciento, al segundo y tercer amllos, respectivamente.
(Cada gota debe contencr 0,01 ml.; esto se logra usando la aguja de calibre
23, segun se explica en la seceidn sobre “BEquipo” pag. 9.)

3. Agréguesc una gota de la emulsién del antigeno a cada uno de los tres
anillos. (Cada gota contendrd 145 ml., &1 se usa la apuja de calibre 25,
sosteniendo la jeringa horizontalmente, con el bisel hacia abajo, segin se
explica en la seceldn ““Equipo’.)

4. Hagase girar la lamina durante 4 minutos a 180 r.p.m. sobre el aparato
rotatorio meednico,
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5. Léase la reaccidn inmediatamente después de la rotacién.

6. 81 se observan grumos en el tercer anillo, dildvase el suero al 1:8 (1
parte.de suero por 7 partes de solucién salina al 0,9 por ciento) y repitase
la prueba como con suero sin diluir.

Pauta para la Reacciéin de Microfloculacion de Referencia APHA (2)

Anille de Parafina Niimero:

1 2 3 4 5 6
SBuero, sin diluir, ml. 0,04 0,02 01 S o .
Suero, diluido, 1:8 ml. Lo e . 1,04 (1,02 0,01
- Bolucién salina (cada 0 2 gotus | 3 gotas 0 2 gotas | 3 gotar

gobta Mg ml.)
Emulsidn del anligeno | Lgota | 1 gota | 1 gota | 1gota | 1gota | 1 gota
(cada gota g ml.}
Dilueién de suero 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

Nota: St hay grumos en el anillo 6 (dilucidn 1:32), diliiyase el suero al 1:84 y repitase
la prueba. Se debe oblener un resulindo No Reactive antes de que la prueba esté terminada.

Lectura e Informe de los Resultados de la Reaccidn

1. Léanse las reacciones microsedpicamente, con un aumento de 100 x.

2. Se considera que el resultado de la reacecién del suero con el antigeno
es Reactivo o No Reactivo.
3. 8i hay grumos formados por las particulas del antigeno en el suero o en
la dilucidn del suero, o en ambos, la prueba se informa como Reactiva.
4, Si no hay grumos o sdlo ligera irregularidad de las particulas del anti-
geno, se informa como No Reactiva.
5. Todos los resultados Reactivos se informan indicando la més alta dilu-
cion de suero que produje los grumos de las particulas de antigeno. Por
ejemplo: '

Resetivo, dnicamente sin diluir, 6 1 dil

Reactivo, dilucién al 1:2, 4 2 dils
Reactivo, dilucidn al 1:4, 6 4 dils

Referencias Bibliograficas

(1) Organizacién Mundial de Ia Salud, Seecidn de Laboratorio. Comunieacién per-
sonal,

(2) Subecomisién para el Desarrollo de Métodos de Referencia para la Serologia de
la S8ifilis. Am. J. PPub. Health, Parte 2, Anuario, 42: 78-82, mayo 1952,



Reacciones de Hinton

Anles de ejecutar esta reaccion, el téenico debe familiarizarse con el contenido
de los capitulos Informaciones Generales v Equipo General,

Eguipo

1. Agitador de Kahn {275 a 285 oscilaciones por minuto, con amplitud
de pulgada y media en cada una).

Cristalersia

- 1. Tubos de cnsayo,! de 100 x 1134 mm. de didmetro exterior, en ade-
lante denominados tubos de Hinton.

2. Frascos, Erlenmeyer, de 125 6 250 ml. de capacidad, con un solevania-
miento en la base en forma de YV invertida que produce dos comparti-
mientos semicireulares (frascos de Hinton).

- Reactivos

1. Indicador de Hinton

La solucidn madre del indicador para esta reaccién es una solucidn
alcohdlica que contienc 0,0884 por ciento de cardiolipina, (,6188 por
ciento de lecitina purificada, y 0,24 por ciento de colesterol. Cada lote
de antigeno debe ser estandarizado serolégicamente mediante com-
paracién adecuada con un antigeno de rveactividad reconocida (1-3).

Nota: El Dr. Hinlon recomiendn o los laboratorios que no dependan
exclustvamente de esta férmula, sino que adquicran el indicedor de los
fabricantes que lo venden, siempre que su polencia sea del mds alto grado,
determenada por medio de ensayos serolégicos y clinicos.

2. Solueidn de elorure de sodio al 5 por ciento
a. Pésense 5 gramos de cloruro de sodio previamente desecado (A.C.8.).

b. Anidasc el cloruro de sodio a 100 ml. de agua destilada y caliéntese
la solucitn en un autoclave a 15 libras de presidn durante 15 minutos.

c. Guirdese la solucién salina en botellas tapadas con tapdn de vidrio,
a temperatura amhbiente (23° a 20°C.).
3. Solucion de cloruro de sodio al 0,85 por ciento
Afiddase la cantidad necesaria (8,5 gramos por cada litro) de clorure
de sodio desecado al agua destilada. No es necesario calentar esta
solucion y se debe preparar el dia en que se vaya a usar.
1o de eatdlogo 45060/873, Kimble Glass Co., Vineland, N. J.
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4. Solucidén de glicerina al 50 por ciento

Méznelense volimenes iguales de glicerina? Baker v Adamson (puri-
sima) y agua destilada. Esta solucidn dura indefinidamente sin alte-
rarse,

REACCIONES DE HINTON CON SUERO

Preparacién de los Sueros

1. Sepirense los sueros de los codgulos por centrifugacidn y aspiracién con
pipeta o decantacion,

2, Caliéntense los sueros en el bano de Maria durante 30 minutos a 56°C,
Fiste calentamiento no se hard antes del dia en que se ejecute la reaccion,
Si hay necesidad de repelir el examen en una muestra, Usese suero recién
separado del codgulo, si lo hubiera.

3. Vuélvase a centrifugar cualquier muestra a la que se le hayan formado
particulas visibles al calentarla.

Preparacion del Indicador Glicerinado de Hinton

1. Depositese con pipeta una parte del indicador de Hinton dentro de
uno de los compartimientos de un frasco de Hinton.

Nota: No se debe mezelar de una vez una cantidod menor de I ml. ni mayor
de & ml. del indicodor de Hinton.

2. Depositese con pipeta 0,8 partes de la solucidn de clorure de sodio al 5
por ciento dentro del otro compartimiento del frasco de Hinton. Debe
tenerse cuidado al colocar la solucién saling dentro del frasco a fin de evitar
una mezcla prematura de las soluciones,

3. Mézclese el contenido del frasco, agitdndolo rdpidamente de un lado a
otro durante 1 minuto exactamente,

4. Déjese reposar la mezcla durante 5 minutos exactos.

5. Agréguense 13,2 partes de la solucidn de cloruro de sodio al 5 por cienio
y agitese el frasco vigorosamente,

6. Agréguense 15 partes de la soluc dén de glicerma al 50 por ciento ¥ agitese
la. hotella hasta que la suspensién iea homogénea.

7. Gudrdese en un frasco tapado con tapdn de cristal, en el refrigerador.
Esta suspensidn, que se designa coizo solucion glicerinada del indicador, se
conserva en buen estado por lo menos durante 3 semanaa,

Reaccion Cualitativa Estandar de Hinton con Suero
1. Coldquense los tubos de Hinton en gradillas adecuadas, de mancra que
haya un tubo para cada suero que se va a analizar (y también para los

2 (General Chemieal Division, Allied Chemical and Dye Corp., Nueva York, N. Y.
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sueros controles de reactividad conocida}.® Numérense los tubos de manera
que correspondan & los nimeros que identifican a los sueros,

2. Depositese con pipeta 0,5 ml. de cada suero calentado dentro del tubo
corregpondichte.

Nola: Ocasionalmenle sueros que son fuerlemente Reactivos producirdn un
resultado No Reaclivo cuando se wsan en cantidad de 0.5 ml. en la prueba. Si
so sospecha una regecidn de este fipo, deberd hacerse el andlisis usando 0,1 mi.
ademds el efectuado con la cantidad de 0,6 ml. de suera,

3. Anédase con pipeta 0,5 ml. del indicador glicerinado de Hinton dentro
de eada tubo con suerq.

Nota: Debe agitarse bien el frasco que contienc el indicader glicerinado de
Hinton al sacarlo del refrigerador. Extrdigase lo cantidad necesaria del sndicg-
dor glicerinado y vuelva a colocarse el frasco en el refrigerador inmediatamente.

4. Agitense a mano las gradillas que contienen los tubos hasta observar
que los sueros y el indicador glicerinado estdn bien mezclados.

5. Agitense lag gradillas con los tubos en la agitadora de Kahn durante 5
minutos.

6. Quitensc las gradillas de la agitadora y pénganse en el bafio de Maria a
37°C. durante 16 horas.

Nota: El bafio de Maria debe permanecer destapado duranie este periodo, y
a temperature constanle de 37°C. £ 1°.

Lectura e Informe de los Resultados de 1a Reaceion

1. Coldgquese una lampara cilindrica fluorescente (luz dia) de 18 6 mas
pulgadas de largo, con pantalla, frente a un lugar con fondo obscuro. El
foco de la ldimpara deberd quedar escasamente arriba del nivel de los ojos.

2. Siquese cada tubo de la gradilla cuidadosamente sin mover su contenide,

3. Sosténgase el tubo en un dngulo de 45°, a nivel de los ojos, cerca de Ia
pantalla de la lampara,

4. Ohsérvese si hay clarificacion del liquido y la presencia o auscneia de un
anillo de copos o granulos blancos v grucsos a la altura del mentsco.

5. Levantese el tubo inclinado, un poco mds arriba del nivel de los ojos
y mirese a través del mismo hacia el fondo obseuro, para asi determinar la
presencia o ausencia de floculacién.

6. Inférmense los resultados del modo siguiente:

Reaclivo.........Copos o grénulos blancos y gruesogs en el meniseo, v {locu-
lacidn claramente visible cuando se agita el tubo.

s El Dr. W. A, Hinton recomienda que no se usen sueros de control de reactividud
escalonada (4) en la forma usada en el Laboratorio de Investigaciones de Linferme-
dades Venéreas, puesto que los considera *‘las subsiuncias menos estables usadas en
la reaccién” ¥, por lo tanto, una posible fuente de confusion.
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No Reactivo... ... Ausencia de un anillo o banda de fléculos y de floeulacidn o
granularidad al agitar ligeramente el tubo. Los sueros
hemolizados o contaminados con baelerias [reeucnte-
mente producen un anillo blanquecino que sc adhiere
fuertemente al Lubo.

7. Centriflliguense a 2,000 r.p.m., durante 5 minutos, todos los tubos en los
cuales no se pueda hacer lecturas claramente No Reactivas o Reactivas.

8. Retirense los tubos de la centrifuga y léanse las reacciones en la forma.
antes descrita.

9. Inférmense los resultados como sigue:

tivo........ Aquellas reacciones que muestran una granulacién gruesa
en el menisco, y floculacidn definida cuando se agita el
tubo suavemente.

No Reactivo...... Todas aqucllas muestras que no reaccionan como se des-
cribe bajo la denominaeién “Débilmente Reactivo'.

No Satisfactorio. . Aquellas muestras hemolizadus o con contaminacion bac-
teriana, a menos que el resultado sca fuertemente Reuc-
tivo.

Reaccion Rapida de Hinton con Suero

1. Caliéntese el suero fresco durante 3 minutos a 50°C.

2. Coléquense los tubos de Hinton en gradillas adecuadas de modo que
haya un tubo para cada suero que se va a analizar y también para la escala
de sueros controles.

3. Depositese con pipeta 0,5 ml, del suero por analizar dentro de los tubos
de ensayo adecuadamente numerados.

4. Anddase 0,6 ml. del indicador de Hinton glicerinado a cada tubo con
suero y, previo agitado a mano, sométanse a la accidn de la agitadora me-
cédnica por 10 minutos, a fin de mezclar el conftenido de los tubos,

5. Retiresc dela agitadora la gradilla con los tubos y coldquese en el bafio
de Maria a 37°C. durante 20 minutos.

6. Saquense los tubos del bafio dec Maria y centrifiiguense a 2.000 r.p.m.
durante 10 minutos.

7. Extraiganse los tubos de la centrifuga sin agitar su contenido.

8. Léage cada uno como se describe bajo “Lectura e Informe de los Resulta-
dos de la Reaceidn™ (pag. 15).

9. Inférmense los resultados observados de la manera siguiente:

Reactivo. . ... .. .. Copos claramente vigibles en el menizco, ¥ floeulaeién bien
definida al agitar los tubos susavemente,
No Reactive.... .. Ausencia de anillo o banda de fléculos en el menisco, falta
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de floculacién que persizte aun cuando log tubos s¢ agiten
después ligeramente,

No Batisfactorio. . Aquellas muestras hemolizadas o con contaminacién bae-
teriana, a menos que la reaceién sen fuertemente Reae-
tiva.

Reaccion Cuantitativa Estandar de Hinton con Suero

1. Prepirense las diluciones de suero en la siguiente forma.:
a. Coldquese una hilera de tubos de Hinton numerados del 1 a 8.

b. Afiddase 0,5 ml. de una solucién de cloruro de sodio al 0,85 por
ciento a los tubos del 2 al 8.

¢, Anddase 0,5 ml. de suero calentado a los tubos 1 y 2.

d. Mézclese y transfiérase (0,5 ml. del tubo 2 al tubo 3.
Contintiese este procedimiento hasta el tubo 8 y deséchense 0,5 ml,
del tubo 8.

2. Afddase 0,5 ml. del indicador glicerinado a cada uno de los & tubos.

3. Agitense a mano las gradilias que conticnen log tubos hasta observar
que los sueros y el indicador glicerinado estin mezeclados.

4, Coldquense las gradillas en la agitadora de Kahn y agitense por 5 mi-
nutos.

5. Déjense las gradillas con loz tubos en un bafio de Maria destapado, a
37°C., durante 16 horas,

6. Léansc las reacciones on la forma descrita bajo “Lectura e Informe de
los Resultados de 1a Reaccidn® (pig. 15).

7. Inférmense los resultados en términos de la mayor dilucién que produce
un resultado Reactivo, por €., Reactivo en una dilucién al 1:8, Reactivo
en una dilucién al 1:16, ete.

El tubo N° 1 coniienc suero no diluido.

REACCIONES DE DAVIES-HINTON

Reaccion de Microfloculacién de Davies-
Hinton con Suero

Equipo

1. Tapones de goma.*
2. Bulbos de goma para pipctas capilares.

¢ Tupon de tuba N° 3 del catdlogo N 68 de West Co., 1117 Shakamaxon 5t., I'ila-
delfia, Pa.
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Cristaleria

1. Tubos de vidrio con didmetro interior de 80 x 2,5 mm.
2. Pipeta capilar (10- x 1-cm. de didmetro; el extremo capilar debe tener
1 mm. de didmnetro aproximadamente).

Preparacion de los Sueros

1. Cologuese la sangre en tubos de vidrio (80 x 2,5 mm.), en adclante de-
nominados tubos de recoleccidn.

2. Quitese el tapon de un exiremo y ulilicese un alambre para separar el
codgulo de las parcdes del tubo.

3. Coléquese el ubo de recoleccion, tupado, en un tubo de ensayo rotu-
lado, de 13 x 100 mm. y centrifdigucse a alta velocidad por 10 minutos. En
el caso de que el suero no esté bien separado vuélvase a centrifugar.

4. Afddasc agua a los tubos de ensayo de 13 x 100 mm. que conticnen los
tubos de recoleccidn tapados (cou el codgulo hacia abajo) y coldquense en
el bafio de Maria a 56°C. durante 10 minutos.

5. Retirense los tubos del bano de Maria v deséehese el agua de los tubos
de ensayo.

6. Retirese el tapdn del tubo de recoleccion en el extremo en el que cstd el
sucro y marquese el tubo, inmediatamente arriba de la unién del suero y
€l codgulo, con una lima para vidrio,

7. Bosteniendo horizontalmente el tubo de recoleceidn, rémpase y desé-
chese la parte que contienc el codgulo.

PROCEDIMIENTO DE LA REACCION DE MICROFLOCULACION
CON SUERO

1. Traspascse cada suero a dos tubos de recoleceidn, Uno deberd contener
una colnmna de suero de 2,5 em. de largo ¥ el otro una columna de 0,5 em.
a 1,0 em. de largo.

2. Anddase al tubo que contiene la columna de 2,5 em. una cantidad igual
de indicador glicerinado de Hinton. Usese una pipeta capilar para este
objeto. Deberd tenerse cuidado de que no se interponga aire entre el suero
y el indicador.
3. Afddasc una columna de 2,5 em. a 5 e, de alto del indicador glicerinade
de Hinton al suero contenidoe en el segundo tibo (con la columna de suero
de 0,5 cm. a 1,0 em.),
4. Mézclense el sucro v el indicador de Hinton inclinando cada tubo hucia
ambos lados alternadamente por 10 veces.
5. T4pense ambos extremos de los dos tubos de recoleccién y coldquense en
los tubos de ensayo de 13 x 100 mm, que estardn numerados en forma idén-
tica.
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6. Llénense con agua los tubos de ensayo conteniendo los tubos de reco-
leccién tapados y ponganse al bafio de Marfa a 37°C. durante 16 horas,

7. Retirense los tubos del bano de Maria, viciese el agua que contiencn y
centriltiguense los tubos de ensayo contoniendo los de recoleceidn tapados,
durante 5 minutos a 2.000 r.p.m. aproximsdamente,

Lectura e Informe de los Resultados de 1a Reacciéon

I. Léanse los resultados mediante el objetivo de bajo aumento del micros-
copio y sélo con la luz sufiviente para que los conglomerados en el menisco
sean fécilmente visibles. La platina del microscopio deberd estar inclinada
a 30° aproximadamente de la linea horizontal y el tubo serd colocado bajo
la lente con el menisco hacia arriba.

2. Obsérvese la cantidad de grumos en el menisco, en caso de haberles, ¢
inférmense los resultados en la siguiente forma:

Reactivo. . ... ... Grumos bien definidos, discretos o compactos en el me-
nisco en cualquiera de los tubos. (La accidn de golpear
suavemente el tuho puede ayudar a que los grumos floten
a la vista.)

No Reaetivo. . ... No hay grumos visibles en los tubos. Las particulag granu-
lares turbias y amorfas cn cl menisco deben ser interpre-
tadas como No Reactivas.

Déhilmente Reae-

tivo........ ......Algunos pequefios grumos en el menisco de cualquicra de
los tubos, Bu este caso los grumos deberdn ser redispersa-
dos golpeando el tubo con el dedo, después de lo cual serd
nuevamente centrifugndo durante 3 minutos. B a con-
tinuacién se ven nuevamente pequefios grumos en el
meniseo, la reaccion serd informada como Débilmente Re-
activa; pero si fog grumos son grandes y compacios en
cualquiera de los tubos, deberd informarse como Reactiva.

Reaccion de Floculacion Davies-Hinton con
Liquido Cefalorraquideo

Reactivos

1. Indicador glicerinade de Hinton. (Véase “Preparacién del Indieador
Glicerinado de Hinton”, pdg. 14.)

2. Solucidn de cloruro de sodio al 0,85 por clento. (Véase “Reactivos” para
las “Reacciones de Hinton”, pag. 13.)

3. Solucidn de cloruro de sodio al 3,0 por ciento

Afiddase al agua destilada la cantidad necesaria (3 gramos por cada
100 ml.} de clorure de sodio desecado. Esta solucién debe ser pre-
parada el dia de su uso.

4. Suero humano No Reactivo al Hinton

Seleccidnese uno o mas suercs claramente No Reactivos a la reaccidn
de Hinton y vuélvanse a cxaminar con la téenica de la “Reaccidn
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Ripida de Hinton con Suero” (pig. 16), empleando las dos cantidades
siguientes:

Teubo No1: 0,5 ml. de suero y 0,5 ml. del indicador glicerinado de Hinlon.
Tabo Neg: 0,1 ml. de suero ¥ 0,5 ml. del indicador glicerinado de Hinton.

Nota: Cuando se examina un gran numero de Houidos céfalorraguideos es
converiente mezclar los sueros, filtrarlos en seguide por filtro Seltz, agregarles
mertiolato hasta wna concentracion de 1:10.000 y finalmente practicar con
ellos reaceiones rdpidas de Hinton en la forma antes descrite, Gudrdense los
sueros 08t eraminados a lemperaturas de 8 o 10°C. durante no mds de 3
semanas. Kvilese el uso de sueros turbios.

5. Bolueidon de goma acacia al 20 por ciento

a. Coléguense 20 gramos de goma acacia en forma de polvo blanco
{URB.P) en un frasco de 4 oz.

b. Anadanse 100 ml. de solucion de cloruro de sodio al 3 por ciento.

e. Coloquese el tapén de baguelita forrado por dentro con “vinylite”
sobre el fraseo, en forma floja (no atornille el tapdn).

d. Caliéntese el frasco en el autociave a §5 libras de presion durante
15 minutos.

e. Retirese el frasco del autoclave, atornillese hien el tapdn, agitese
en seguida hasta disolver completamente lun acacia y manténgase cn
condiciones estériles.

Reaccion Preliminar de Suero No Reactive ol Hinton y
Solucion de Goma Acacia

1. Mézclense 5 ml. de suero No Reactivo al Hinton con 5 ml. de solucién
de goma acacia al 20 por ciento por cada 10 liquidos céfalerraquideos gue
Se vayan 4 cXxaminar.

2. Practiquese una reaccion rapida en la siguiente forma:

a. Depositese con pipeta 0.6 ml. de solucion de cloruro de sodio al
0,85 por ciento en un tubo de ensayo de Hinton, afiddanse (0,2 ml. de
mezela recientemente hecha de suero-acacia y 0,2 ml. de indicador
glicerinado de Hinton mezclando bien por agitacidn,

b. Coldquese el tubo en el bafio de Marfa a 37°C. durante 200 minutos.
¢. Centrifiguese & 2.000 r.pm. durante 5 minutos.

d. Una mezela satisfactoria de suero-ucacia debe dar un resultado No
Reactivo.

Preparacion del Liquido Céfalorraquideo

El Yquido céfalorraquideo debe ser previamente centrifugado y decantado.
Los liquidos visiblemente contaminados o que contienen demasiada canti-
dad de sangre no son satisfuctorios para el andlisis.
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PROCEDIMIENTO DE 1.A REACCION DE FLOCULACION
CON LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

1. Prepérese una gradilla con 4 tubos de ensayo, uno detris del otro, para
cada liquido céfalorraquideo que deba ser examinado v para los controles
de liquidos céfulorraguideos Reactivo y No Reactivo. Numérense los tubos
de modo que correspondan a los nimeros de identificacion de cada liguido.

2. Con pipeta depositense 0,6 ml, de cada liquide céfalorraquideo en el
correspondicnte tubo numerado de la primera hilera, 0,4 ml. en ¢l tubo de
la segunds hilera, 0,2 ml. en cl de la tercera hilera y (L1 ml. en el tubo de
la ltima hilera.

3. Afadase (0,2 ml. de la mezcla de suero-acacia a cada tubo.
4. Agréguese 0,2 ml. de indicador glicerinado de Hinton a cada tubo.

5. Agitense vigorosamente las gradillas con los tubos hasta que su conte-
nido se haga completamente homogénco.

6. Coldquense las gradillas en el bafio de Maria a 37°C. durante 16 horas.

7. Retirense todos los tubos del baiio de Maria y centrifiignense a4 2.000
r.p.m. durante 5 minutos.

Leetura e Informe de los Resultados de 1as Reacciones

1. Retirensc suavemente los tubos de la centrifuga sin agitar su contenido.

2. Delante de una uz artificial adecuada (véase *“Lectura ¢ Informe de los
Resultados de la Reaceién’ en la parte correspondiente a “Reaceidn Cuali-
tativa BEstindar de Hinton con Suero”, pag. 14) golpéese suavemente cl
tubo en su base mientras se lo sostiene por su extremo superior.

3. Inférmense como Reactivos todos los liquidos eéfalorraquidens que
muestren fléeulos definidos, que se dispersan del menisco hacia abajo, en
cualquiera de los cuatro tubos.

4. Vuélvase a centrifugar a 2.000 r.p.m. durante 5 minutos todos los otros
tubos.

5. Relirense los tubos de la centrifuga v procédase a examinarlos de nuevo
golpedndolos en la forma antes descrita.

6. Inférmese del siguicnte modo:

Reaclivo. . ... ... . Fldcules definidos que se dizpersan hacia abajo del me-
nigeo en uno o més de log enatro tubaos,

Débilmente Reac-

tive. . ... ... . Flosulaciwn no definida en cualquier tubo.

No Reactivo. ... . Auseneia de {loculaeidn y aspecto de vidrio esmerilado en
todos los tubos.

Referencias Bibliograficas
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29: 27 de cnero 1948.
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‘ Reacciones de Kahn

Antes de practicar esta reaccidn, el téenico debe estar familiorizado con el
contenido de los capitulos Informaciones Generales y Equipo General.

Equipo

1. Gradillas para tubos de Kahn.

2. Gradillas para los tubos de suspensién antigénica.

3. Miquina agitadora de Kahn (275-285 oscilaciones por minuto, con
amplitud de 114 pulgada).

4, Espejo de microscopio.

5. Limpara itipo cuello de ganso con bombilla azul opaca, o limpara
fluorescente (ajustable).

Cristaleria

1. Tubos de Kahn con didmetro exterior de 75 x 12 mm.

2. Pipetas de Kuhn para medir cantidades de 0,25 ml. de suspensidn de
antigeno, graduadas en 0,0125 ml.

3. Tubus de Kahn para la suspensién de antigenoc, de fondo plano y con
un didmetro interior de 55 x 15 mm,

Reactivos

1. Antigeno estdndar de Kahn, (Véase “Preparacion del Antigeno Estdn-
dar de Kahn”, pag. 37.) El rétulo debe indicar el titulo del antigeno.

a. Ll antigeno debe guardarse a la temperatura ambicnte (23° a 29°C.)
y en la oscuridad.

b. Los camblos registrados en el antigeno, debido a su envejecimiento,
generalmente se reflejan cn la aparicidn de reacciones No Reactivas.
B1 las reacciones se hacen demasiado claras o turbias, el antigeno de-
berd ser titulado y estandarizado nuevamente, Rara ves, sin embargo,
ocurre la necesidad de modificar otra vez este reactivo. Estos procedi-
mientos deben ger efectuados (nicamente por un laboratorio calificado
para hacer esos ajustes.
2. Solucién salina

a, Pésense Y,0 gramos de clorure de sodio deseeado, gquimicamente
puro (A.C.S.), para cada litro de solucién salina.

b. Disuvélvase la sal en agua destilada. Agitese la solucidn perfecta-
mente para asegurar ung mezcla completa. Kl pI de 1a solucidn saulina
al 0,9 por ciento no debe ser inferior a 5,5 ni superior a 7,0.
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REACCIONES DE KAHN CON SUERO

Preparacion de los Sueros

1. Separese el suero de los codgulos por medio de centrifugacidn y extriigase
con pipela o por decantacion el sucro sobrenadante,

2. Caliéntense los sueros en el bafio de Maria a una temperatura de 56°C.
durante 30 minutos. Después de sacarlos del bafio de Maria se dcjan a la
temperature ambiente por lo menos 10 minutos, de manery que lag mues-
trus vuelvan a esa temperatura (23° a 20°C.) antes de ser analizadas.
Cuando se necesite repetir ¢l examen, los sucros deberdn calentarse nueva-
niente por 10 minutos, siempre que dicha repeticion se Heve a cabo dentro
de 2 a 24 horas del primer calentamiento, o durante 15 minutos s la repe-
ticion se hace después del calentamienio inicial,

Si los sucros se han conservado en el refrigerador, debe esperarse a que
vuelvan a la temperatura ambiente antes de calentarios.

3. Todo suero en el cual se hayan formudo particulas visibles durante cl
calentamienlo o conservacion debe ser centrifugado v decantado de nuevo.

Reaccion Cualitativa Estandar de Kahn con Suero

1. Dispingunse tubos en gradillas estdndar de Kabn, de modo que haya
tres tubos para cada suero que se va o analizar, incluyendo sueros controles
de reactividad escalonada y solucion salina control. Numérese la primera,
fila, de tubos en forma de que correspondan a log sucros que se estdn anali-
sando.

2. Preparese la, solucion de antigeno estindar del modo siguiente:

a. Midase en un tubo de suspensidn de antigeno ls cantidad de solu-
¢idn salina requerida, de acuerdo con el titulo, para una cantidad de-
terminada de antigeno.

b. Midase en un segundo tubo similar la cantidad reqguerida de anti-
Leno.

Nota: Il titule en el frasco de antigeno indicard la confidad de solucidn
saling que debe ser mezclada con 1 mi. de untigeno para oblener una
suspension de reactividad estdndar, Generalmente 1 ml. de anligeno do
suficiente suspension para 20 regcciones. No deberd medirse en un sile
tubo menos de 1 ml. ni mds de 8 ml. de anligeno.

¢. Viértase la solucién salina scbre el antigeno y, sin dilacién, pasese
1o mezcla de un tubo al otro 12 veees, evitando derramar el contenido
al hacer ecsta operacion.

d. La suspensidn de antigeno se dejard reposar por 10 minutos antes
de usarla v no deberd emplearse después de 30 minutos de preparada.

3. Coléquese el dedo pulgar sobre la boca del tubo y agiteselo hruscamente

para suspendoer las particulas de antigeno.

4, Depositese 0,05 ml. de suspension de antigeno directuments en el fondo
24
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de cada tubo de la fila deladtera de la gradilla, empleando una pipeta de
antigeno de Kahn,

5. Depositese 0,025 ml. de suspension de antigeno directamente en el fondo
de cada tubo de la fila del medio de 1a gradilla,

6. Dcpositese 0,0125 ml. de suspension de antigeno dircetamente en el
fondo de cada tubo de la [ila de atrds, de la gradilla.

7. Agréguese (,15 ml. de cuda suero a los tres tubos de la serie correspon-
diente que contienen las cantidades de 0,05 ml., 0,025 ml. y 0,0125 ml. de
suspension de antigeno, respectivimente,

Nota: Complétese el agregado de suspensiin de antigeno y sueros de una gradi-
lla antes de afiadir a suspension de antégeno y los sueros a olra gradilla,

8. Agitense las gradillas o mano durante 10 segundos después que la
suspensidn de antigeno v los sueros hayan sido agregados a todos los tubos
de esa gradilla.

9. Déjese roposar la suspensién suerc-anfigeno a temperatura ambiente
durante 3 a 7 minutos.

10, Agitese la gradilla con loz tubos durante 3 minutos en la agitadora de
Kahn.

11. Sdquese la gradilla de la maquina agitadora. Agréguense 1,0 ml, de
solucidn salina a cada uno de log tubos de la fila delantera y 0,5 ml. a cada
tubo de tas otras dos filas.

Nota: Agréguese le solucion salina ¢ wna gradille y complete la leclura de los
tubos antes de continuar con ofre,

12. Agitese la gradilla a mano suavementbe por unos pocos segundos para
mezclar el contenido de los tubos,

13, Léase cada tubo de la gradilla inmediatamente (dentro de 2 minutos)
después de haberle agregado la solucion salina. (Vease “Lectura de los
Resultados” e “Informe de los Resultados”, pag. 26.)

14. Repitase la lectura de cada tubo 15 minutos después de hecha la pri-
mera, en todos log casos en que no se haya oblenido un resultado No
Reactive en 1o primera lectura,

Esquema de la Reaceién Caalitativa Estindar de Kabhn con Suero

Tuba i . Tabe 2 Tubn 3
(frenie) {medin) {airds)
Proporciones enlre suecre y suspensién de
anbigeno....... . 31 G:1 12:1
Suspension de antigeno, ml. ... ... ... 0,05 0,025 0,0125
Suero, ml.... .. ....... 0,15 0,15 0,15

Agitese a mano durante 10 segundos.
Déjese reposar de 3 a 7 minutos,
Agitese durante 3 minutos en la mi-
quina agitadora de Kuhn.

Solucion salina, ml..... ... .. ... . .. ... 1,0 0,5 0,5
Agitese lo necesario para mezelar los componentes v examinese si hay
presencia o auscneia de precipitados.
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Lectura de los Resultados
1. Coldquese un espejo de microscopio en la mesa de lectura, con la superfi-
cie edneava hacia arriba,
2. Ajustese una ldmpara de lectura (bombilla de luz dia o tubo fluorescente)

arriba del espejo de manera que la imagen de la bombilla no sca visible en
&1, pero en tal forma que ol tubo pueda ser sostenido dentro del cono de luz.

3. Coldquese cada tubo que se va a leer en una posicidn casi horizontal, de
modo que la parte baja quede de L a 2 pulgadas sobre el espejo.

4. Véase la imagen del contenido del tubo en ¢l espejo y undtese el grado
de floculacidn.

Interpretacion de los Resultados

Andtese el grado de floculacidn en Ja siguiente forma:

44 Flsewlos relutivamente grandes.

34 . ............. . Fléculos de tamafio mediano.

24 Fléeulos finos f4cilmente distinguibles.
14-.............. Fléeulog muy finos.

+................Fléculos extremadamente finos, apenas digtinguibles.

— .. .o ... Un medio opalescente, libre de parifculas visibles.

Informe de los Resultados

En la prueba de Kahn se observan dos tipos gencrales de reacciones:

1. Reaceiones Hpicas— varacterizadas por la presencia del mayor grado de
floculacién en relacidn con las menores cantidades de suspensién de anti-
geno.

0

2. Reacciones zonales—oaracterizadas por la presencia del mayor grado de
floculacidn en relacion con las mayores cantidades de suspensidn de anti-
geno o igual grado de floculacién {que no sea 4 4 4) con las fres cantidades
de suspension de antigeno.

En todos log easos en que se observen estas reacciones (con las excepelones
que figuran en el cuadro 2), deben realizarse ambas pruebas suplementarias
(pag. 29) y ser interpretacdas antes de hacer el informe. (Véase “Informe
de los Resultados™ bajo Reacciones Suplementarins de Kahn, pag. 30.)

Informe de las reacciones Hpicas

a. Sumense las cruces (deseartando las lecturas de +) obtenidas en la
primera y segunda lecturas.

b. Inférmense los resultados de las pruchas como Reactivo, Déhil-
mente Reactivo vy No Reactivo, tal como se describe en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Informe de las reacciones tipieas

Suma de ¢ruces en la primera y segunda lectutas de los tubost

Informe

Reactive (4+)
Reactiva (3+)}
Reactivo (2+)

Débilmente Reactive (1+)
Débilmente Reactive (£)

No Reactivo

1 Lag lecturas de == son descartudas.

2 Una suma de 4 cruces significa un informe No Reactivo cuando log resultados

son —11 ¥ —11 en la primera ¥ segunda lecturas.

' Una suma de 3 eruces signifiea un informe Débilmente Reaetivo () cuando los
resultados sonm — — 3 en la primera lectura ¥ — — = en la. segunda leeturu, o cuando
son —— 2 en la primera leetura y — — 1 en la segunda lectura.

Bl Informe de las Reaceiones Zonales se describe en los cuadros 2 al 8.

Cuadro 2. Reacciones zonales informadas *‘Reactivas (44)*’
(no son necesarias las pruebas suplementarias)

PI'rimerz lectura Segunda. Jectura
Suero Nlim. .
Tuba 1 ‘ Tube 2 ‘ Tubo 3 Tube 1 Tubo 2 Tubo 3
1........... 4 4 3 4 4 3
2000 4 4 2 4 4 2
B 4 4 i 4 4 1
4.0 4 4 — 4 4 —

Cuadro 3. Reacciones zonales informadas “‘Reactivas (44)"" cuando
las pruebas suplementarias 1 y 2 son Reactivas

Primera lectura
Suero Nim.

Segunda lectura

Tuho L Tuho 2 Tuho 3

Tubo 1 Tuko 2

Tubo &

=

=
HH e oo d i b
|H- I HlMQJHWE‘.\JDJ

| H [ =] we|

B H == e
[ B | =] 2w | o

[ B | =] @




Cuadre 4. Reaceiones zonales informadas “‘Reactivas 34)"’
cuandoe las pruchas suplementarias 1 v 2 son No Reactivas

Primera lectura

Segunda lectura

Suero Ndm. - —
Tubo 1 Tubg 2 Tuho 3 Tubo 1 ‘ Tubo 2 Tube 3
1. .. 4 3 3 3 3 R
2. 0. 4 3 2 4 3 2
3. 3 3 3 3 3 3
Cuadro 5. Reacciones zonales informadas “‘Reactivas (21)°"
cuando las pruebas suplementarias 1 y 2 son No Reactivas
Primerza lectura Segunda lectura
Suero Nim.
Tubo i Tubo 2 Tubo 3 Tube 1 Tuko 2 Tubo 3
1........... 4 2 2 3 2 2
2o 4 1 1 4 1 1
3o 4 3 =+ 4 3 +
4. 3 3 2 3 3 —
Cuadro 6. Reacciones zonales informadas ‘‘Débilmente Reactivas
(14)”’ cuando las pruebas suplementurias 1 y 2 son No Reactivas
Primera Jectara Segunda lectura
Buero Nim.
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 1 Tube 2 Tubo 3
1.. 4 1 =+ 3 1 =+
2 3 2 + 3 — —
3 3 + — 3 == —
4.0 ... 2 2 2 2 2 2
Cuadrao 7. Reacciones zonales informadas ‘““Débilmente Reactivas
{(z£}"” cuando las pruehas suplementarius 1 y 2 son No Reactivas
Primera lectura Segunda lectura
Suero Nim. - - -
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tube i Fuba 2 Tuba 3
..., 2 2 1 2 2 =+
2. . 2 2 — 2 1 —
I P 2 1 — 2 =+ —
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Cuadro 8. Reacciones zonales informadas ““No Reaclivas®’
cuuando las prucbas suplementarias 1 ¥ 2 son No Reactivas

Primera lectura Segunda lectura
Suero Nim.
Tuha 1 Tubo 2 Tubo 3 Tuho 1 Tubo 2 Tubo 3
1., 2 =+ = 2 + =
2o 2 =+ + 2 — _—
3o 2 + — 2 — —
4.0 2 — — 2 — —
5. 1 1 =+ 1 = +
6. .. 1 + &+ 1 — —_
T =+ =+ + =+ el —
& + — — + — —

REACCIONES SUPLEMENTARIAS DE KAHN CON SUERO

Reaccion Suplementaria No. 1

1. Depositese con pipeta 0,05 ml. de la suspensidn de antigeno (véase
“Reaceion Cualitativa Estandar de Kahn con Suero”, parrafo 2, pag. 24)
en el fondo de cada uno de dos tubos (numerados 1 y 2).

2. Aiiddase 0,05 ml. de suero (previamente calentado) al tubo 1 y 0,10
ml. de suero al tubo 2.

3. Agitese la gradilla a mano durante 10 segundos para mezelar el contenido
de los tubos. Déjese reposar de 3 a 7 minutos.

4, Agitese la gradilla en la agitadora de Kahn durante 3 minutos.

5. Quitese la gradilla de la agitadora, agréguese 1,0 ml. de solucién salina a
cada tubo y agitense o mano para mezcelar.

6. Léasc inmediatamente, v de nuevo después de 15 minutos, en Ia forma
deserita bajo “Lectura de los Resultados” (pig. 26).

Reactiva: Una reaceién de 4+ 46 3+ en cada uno de los dos tubos.
No Reactiva: Una reaceitén inlerior a 8-+ en eada uno de los dos tubos.

Reaccion Suplementaria No 2
1. Preparense diluciones de suero al 1:4, 1:8 v 1:16 de la siguiente ma-
ners.:

a. Depositense con pipeta dentro de tres tubog (numerados 1, 2 v 3)
0,6, 0,4 v 0,4 ml. de =solucién salina, respectivamente,

b. Agréguese 0,2 ml. de suero al tubo 1 v mézclese.

c. Pdsese 0,4 ml. del tubo 1 al tubo 2 y mézelese,

d. Pisese 04 ml, del tubo 2 al tubo 3 y mézclese.
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2. Depositese con pipeta ,0125 ml. de la suspension de antigeno (véase
“Reaccion Cualitativa Estindar de Kahn con Suero”, pirrafo 2, pig. 24)
en el fondo de tres tubos de Kahn (numerados 1, 2 y 3).

3. Afiddase 0,15 ml. de las diluciones de sucro al 1:4, 1:8 y 1:16 a los tubos
1, 2 ¥ 3, respectivamente, comenzando con la dilucidn de suero mis alta,

4, Agitesc la gradilla a mano durante 10 segundos para mezelar el conte-
nido de log tubos. Déjese reposar de 3 a 7 minutos.

5. Agitese la gradilla on la agitadora de Kahn durante 3 minutos.

6. Quitese la gradilla de la agitadora, afiddase 0,56 ml. de solucidn salina a
cada tubo vy agitese para mezclar,

7. Léase inmediatamente como se describe en “Lectura de los Rlesultados’,
pag. 26.

Reactiva; Una reaceién de 44+ 6 34, por lo menos en la dilucidn al 1:4.
No Reactiva: Una reaccién de 24, 6 menos, en la dilucién al 1:4 ¥ en las
més altas.

Informe de los Resultados

1. Reacciones suplemeniarias 1 y 2, Reaclivas.
Inférmense los resultados de la prueba estdndar como Reactiva (44).
2. Reacciones suplementarias 1 y 2, No Reactivas,

Inférmense los resultados de la. prueba estdndar segin se indica cn los
cuadros 4 a 8 (pigs. 28-29),

3. Reaccion suplementaria N°. 1 Reactive y suplementaria N° 2 No Reaclivg.

Prepéarense diluciones det suero al 1:32, 1:64 y 1:128 v ensdyese en la
forma indicada bajo la reaccidn suplementaria N® 2 (pdg. 29). Si el
resultado es Reactivo en uno o més tubos {una reaccién de 4+ 6 34),
inférmense los resultados de la prueba estdndar como Reactiva (44).
Si el resultado es No Reaclivo en todos los tubos (una reaceidn inferior
a 3+4), inférmense los resultados de la prueba estdndar en la forma
indicada en los cuadros 4 a 8 (pdgs. 28-29),

4. Reaccidn suplementaria No. T No Reactiva y suplementaria No. 2 Reactiva.

Ensdyese el suero sin diluir en una suspensidn suero: antigeno al 1:2
(0,05 ml. de suspensidn antigénica mas 0,025 ml. de suerc). Si el re-
sultado es Reactivo (una reaceiom de 44 4 34}, inférmese el resultado
de la reaceidn estandar como Reactivo (4-+). 8i el resultado es No
Reactivo (inferior a 34 ), inférmese el resultado de la reaceidn estdndar
como se indica en los cuadros 4 a0 8 (pags. 28-29),

Sistema de Control para la Reacciéon Estandar

1. Sueros de control de reactividad escalonada y una solucidn salina de
control deberdn ser probados con cada suspensidn de antigeno, conjunta-
mente con las pruebas regulares.
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2. Los resultados obtenidos con sueros o liquidos céfalorraquidens no deben
ger informados 81 no se obtiene el tipo de reactividad caracteristica de esos
controles. El fracaso en la obtencidn de resultados satisfactorios puede ser
causado por

a. solucion salina impropiamente preparada,
b. antigeno no satisfactorio,
e. suspensién de anfigeno preparada incorrcetamente,

d. cl uso de una suspension de antigeno queha sido preparada més de
30 minutos antes,

e. realizacion de lag pruebas en una habitacién a baja temperatura.

3. En el laboratorio del Dr, Kahn se efecta el sistema de control antes
de realizar las pruebas ordinarias. La suspensidn de antigeno para el control
se repartc a los [0 minutos exactos de preparada. Después de distribuir los
controles se agitan en seguida log tubos en la agitadora Kahn durante 3
minutos, se agrega la solucidn salina y los resultados se leen sélo una vez.

Nola: Esta clase de control, gue se completa en no mds de 5 menutos, permite
la lectura de los resulindos de las pruebas de contrel antes de reclizar las
pruehas regulares y hace posible descubrir cualguier error técnico en la pre-
paracton de lo suspensidn de antigeno.

Reaccion Cuantitativa Estandar de Kahn con Suero

Las rcacciones cuantitativas se realizan en todos los sueros que dan 44
6 34 en la reaccidn cualitativa estdndar de IKahn,

1. Preparense diluciones de suero al 1:2, 114, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 ¥
mayores, sl es necesario, en la siguientce formas:

a. Coléguese con pipeia dentro de cada uno de scis (0 mds) tubos,
0,5 ml. de solucién salina al 0,9 por ciento.

b. Anidase 0,5 ml. del suero culentado al primer tubo y mézclese.
c. Pdsese 0,5 ml. del primer tubo ul segundo y mézclese.

d. Contintese tragpasando v mezclando de un tubo al sigmente hasta
que se hayan hecho todas las diluciones. Déjese la pipeta con que se
moscla dentro del dltimo tubo.

Nota: Las diluciones de suero deben ser preparadas y emplendas dentro
del términe de 2 horas de haber calentado o recalentado el sucre no
diluido.
2. Prepiresc la suspension de antigeno como se deseribe en la “Reaceién
Cualitativa Estandar de Kahn con Suere” (pig. 24), mezclando antigeno
estandar de Kahn con solucién salina al 0,9 por ciento.
3. Después que la suspension de antigeno ha reposado 10 minutos (pero no
m4s de 30 minmtos), coléquese el pulgar en la boca del tubo conteniendo la
suspension y agitese vivamente para obtener una suspensién homogénea.
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4. Depositese con pipeta 0,0125 ml. de la suspension de antigeno en el
fondo de seis o mais tubos de Kahn numerados.

5. Aiiddase 0,15 ml. de la dilucién de suero al 1:64 a la suspension de anti-
geno conlenida en el tubo 6.

6. Afnadase 0,15 ml. de la dilucién de suero al 1:32 a la suspensién de anti-
geno contenida en el tubo 5

7. Contindese afiadiendo 0,15 ml. de las diluciones deerecientes del suero a
los tubos 4, 3, 2 ¥ 1, respectivamente,

8. Agitese la gradilla a mano durante 10 segundos y déjese reposarde 3 a 7
minutos.

9. Agitese la gradilla en la agitadora meecdnica durante 3 minutos.

10, Quitesc la gradilla de Ia agitadora, y agréguense 0,56 ml, de la solucién
saling al 0,9 por ciento a cada tubo.

Nota: Afiddase la solucion saling o una gradille y terminese la lectura de ella
anles de afiadir lo solucion salino a ofra gradilla.

11. Agitese la gradilla & mano durante unos segundos para mezclar el con-
tenido de los tuhos,

12, Léase cada tuho de la gradilla dentro de los 2 minutos después de
haher afiadido la solucién salina al 0,9 por ciento.

13. Andtese el fitulo correspondiente al punto final, esto es, la dilucién
mayor del suero en la cual se observan reacciones de 4+, 3-- & 2+.

14. Calcilese el titulo cuantitative aplicando la férmula 8 = 4D, en la
cual B cs la potencia del suero en términos de unidades Kahn v ID es la
mayor dilucidn en la que se obscrva reaceién de 4-+, 3+, 6 2+,

Ejemplos:

4. 8i la mayor dilucién cn la cual se observa una reaccidn de 4+, 34, 6 24 es
1:64, entonces 8 = 4 X 64 6 256 unidades Kahn,

b. 8i 1a mayor dilucidn en la cual ge observa una reaccidn de 44, 3+, 6 24+ es
1:16, entonces S = 4:16 ¢ 64 unidaders Kahn,

15. Inférmense los resultados dando tanto el nimero de unidades Kahn
como la dilucidn mayoren la cual se observa una reaceidn de 44, 3+, 6 2+.

Ejemplos:
a. 256 unidades Kahn (dilucidon al 1:643.
b. 64 unidades Kahn (dilucién al 1:16).

16. Los sueros que den reacciones de 34, 24, & 1-- en la reaccién cualita-
tiva de Kahn pueden informarse como con 3,2y 1 unidad Kahn, respectiva-
mente, en la reaccidn cuantitativa, si las diluciones de sucros resultaron No
Reactivas.
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REACCIONES DE KAHN CON LIQUIDO
CEFALORRAQUIDEO

Preparaciéon de la Solucién Saturada de Sulfato
de Amonio

1. A 500 gm. de sulfato de amonio purfsimo afiddanse 500 ml. de agua
bidestilada usando un matraz Pyrex limpio de 3 a 5 litros de capacidad.

2. Hiérvase la solucidn hasta que se aclave.
3. Déjese eniriar a la temperatura ambente.

4. Tilirese v almacénese en frascos con tapdn de vidrio, a la temperatura
ambiente.

Preparacion de la Solucion Concentrada de Globulina
de Cada Liquido Céfalorraquideo

1. Centrifdguense v decintense todos log liquidos céfalorraquideos para
eliminar los restos celulares y particulas.

2. Coldquese con pipeta 1,5 ml. de Hquido ecéfalorraquideo en un tubo de
Kahn.

3. Aifiddase 1,5 mi. de la solucidn saturada de sulfato de amonio.

4. Coldquese el pulgar (protegido con dedal de goma) en la boca del tubo
y agitese vigorosamente para mesclar el contenido.

5. Pangase la mezcla en ¢ batio de Maria a 56°C. durante 15 minutos para
acelerar la precipitacion de la globulina.

6. Sdquese el tubo del bafio de Maria y centrifiguese a 2.000 r.p.m. durante
15 minutos. (EI precipitado de globulina se encontrard acumulado en el
fondo del tuho.)

7. Decdntese v deséchese el liquido sobrenadante invirtiendo y haciendo
girar el tubo al mismo tiempo. Ciibrase toda la pared del tubo con el liquido
sobrenadante para permitir su drenaje ¥ evitar que el sulfato de amonio
se cristalice en la pared.

Nota: Taras veces es exceswo lo contidad de globuling, K'n esos casos no se
debe decantar el Uguido sobrenadante, sino que debe extraerse con pipeta capitar.

8. Inviértasc ¢l tubo sobre papel filtro para cscurrirlo durante 10 minutos,
golpéese suavemente, v tisese una tira de papel filtro para quitar lus golas
del liquido sobrenadante que hayan quedado.

9. Anddanse 0,15 ml. de solucién salina al precipitado de globulina colo-
cando la punta de la pipeta cerca del fondo del tubo para evitar que arrastre
cualquier residuo del suliato de wumonio que haya quedado adherido en las
proximidades de la boca del tubao.

33



10. Golpéesc suavemente la base del tubo para redisolver la globulina.

Nota: Cuando la globuling no se disuelve completamente en 0,15 mi. de solucién
salina, afiddanse 0,05 ml. mds de esta soluciin y agilese suavemente, St todavia
no se disuelve, vuélvase a ofiadir 0,05 ml. de solucion seling. Jon raras ocasiones
la globultna permanceerd completamente insoluble. En esos casos la solucidn
clara de globulinag se separard de la proteina inseluble por medio de centrifuga-
eion. 8t mediante lo centrifugocidn no se ebfuvicra un Hewido sobreradente
claro, agréguese una pequetia cantidad de falco o caolin a la mezclo y vuélvase
a centrifugar el tubo. El lHguido sobrenadonte claro (que es la solucion de
globulina) se saca entonces con una prpeta capelar, se pasa o un tubo limpio y
estd ast listo para probarse con la suspensidn de antigeno.

Reaccion Cualitativa Estandar de Kahn con Globulina
Concentrada de Liquido Céfalorraguideo

1. Coldquense tubos de Kahn en una gradilla de tal manera que haya un
tubo para eada globulina concentrada de LCR que se vaya a probar, inclu-
vendo concentrados de liquidos céfalorragquideos Reactivo vy No Reactivo
¥ controles de antigeno-golucidn salina. Numérense los tubos para que
correspondan con los LCR que se estan preobando.

2. Prepdrese la suspension de antigeno estidndar como se describe en “Reac-
cidn Cualitativa Estandar de Kahn con Suero® {pag. 24).

3. Coldquese el pulgar en la boea del tubo de mezcla y agitese vivamente
para suspender las particulas del antigeno.

4. Depositese con pipeta 0,01 ml. de la suspension de antigeno estdndar di-
rectamente en el fondo de cada tubo.

5. Afiddase 0,15 ml. de la globuling concentrada de LCTY u cada uno de los
tubos correspondicntes.

Nota: Complétese el agregado de lo suspension de antigeno y de la globulina
cencentrada o una gradilla antes de repetir la misma operacién con la siguiente,

6, Agitese la gradilla a mano durante 10 segundos después de haber aifiadido
la suspensidon de antigeno y los LCR concentrados o todos los tubos.

7. Agitese la gradilla durante 4 minutos en la agitadora de Kahn,

8. Biquese la gradilla de la agitadora y afiddanse 0,5 ml. de solucidn salina
al 0,9 por ciento a cada tubo.

Nota: Adiddase la solucidn salina a una gradille y terminese la lectura antes
de afiadirla o olra.

9. Agitese la gradilla a mano unos segundos para mezelar el contenido de
los tubos.

10. Léase cada tubo de la gradilla en la forma descrita en “Lectura de los
Resultados” {pdg. 26) dentro del término de 2 minutos después de haber

34



agregado la solucidn salina y vuélvasc a leer 15 minutos més tarde. Para, el
informe final caledlese el promedio de los resultados de ambas lecturas.

11. Informese de acuerdo con el cuadro 9.

Cuadro 9. Informe de las reacciones cualitativas
- Co .
estandar de Kahn con Ilquide célfalorraquideo

Lectura Iniorme
A4 Reactivo (4+)
e Reactivo (3+)
A Reactivo {24)
4 Débilmente Reactivo (14)
= No Reaclivo
B No Reactivo

Esquema de la Reaecidén Cualitativa Estindar de
Kahn con Ligquide Céfalorraquideo

Suspensién de antigena, ml.. P L)) |
Globulina coneentrada del TJCR ml .............................. 0,15

Agitese la gradilla a mano por 10 segundos

Agitese durante 4 minutos en la agitadora de Kahn
Solucion salina, ml........ ... ... .. ... ... . ... ............... 0,5

Léase dentro del término de 2 minutos y nuevamente 15 minu-

t08 mis tarde.

Reaccion Cuantitativa Estandar de Kahn con
Liquido Céfalorraquideo

Las reaccidnes cuantitalivas en liquide céfalorraquideo se practican en
aquellas muestras que producen resultados Reactivos en la prueba cualita~
tiva de Kahn.

1. Prepirense diluciones de liquido céfalorraquideo en la forma indicada en
el cuadro 10.

2. Dispéngase una suspensién estandarizads de antigeno en la forma
descrita en “Reaccidén Cualitativa Estandar de Kahn con Suero” (pig. 24).

3. Coldquese el pulgar sobre la boea del frasco de la mezcla y agitese suave-
mente pary suspender las particulas de antigeno.

4. Depositese con pipeta 0,01 ml. de la suspensién de antigeno directamente
en el fondo de cada tubo. Se requiere un tubo para cada dilueién del lgudo
céfalorraquideo que se examina.

5. Anddase 0,15 ml. de liquido céfulorraquideo diluido a cada tubo, co-
menzando con la dilueién més alta.

6. Agitese la gradilla a mano durante 10 segundos.
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7. Agitese la gradilla en ung agitadora.de Kahn durante 4 minutos.

- o
L

Cuadro 10
Tube Liguido céfalorruquideot Solucidn salina Drlucién resultanie
{ml.) - {mi.}
1 Cantidad disponible Ninguna 1:10
2 0,2 0,1 1:15
3 0,2 0,2 1:20
4 0,1 0,2 1:30
5 a,1 0,3 1:40 .-

! Fl liguido eélulorraquideo total es considerado como una dilucidn al 1:10 ya que
el anglisis cualitative se practica en globulina del liquido ¢éfalorraquiden conecen-
trade 10 veees.

8. Sdquese la gradilla del agitador, afddanse 0,5 ml. de solucién salina a
cada tubo v léase inmediatamente,

9. Obsérvese la dilucidn mis alta del liquido eéfalorraquideo que muestra,
un resultado Reactivo (44, 34, ¢ 2+).

10. Caledlense las unidades de Kahn de acuerdo con la formula S = 4D,
en donde S es la potencia del liquido céfalorraquideo en términos de unida-
des Kahn y D es la dilucidén més alta cn la cual se observa una reacecidn de

4+, 34, 6 2+.

Ejemplo
a. Liquide céfalorraquideo Reactivo a dilucibn al 1:10 (dil. resultante)
10 ¢ 4 = 40 unidades Kahn.

b. Liquido céfalorraquides Reuactivo w dilucién al 1:40 (dil. resultante)
40 % 4 = 160 unidades Kahn.

11. Vielvanse a analizar los liquidos céfalorraquideos que den dnicamente
resultacdos No Reactivos en las diluciones anferiores, en la siguiente forma:

a. Prepérese un econcentrado de globulina de liquideo eéfalorraquideo en
la forma descrita en “Reaccidn Cualitativa Estaindar de Kahn con
Liquide Céfalorraquideo™ (pig. 34).

b. Anddase una cantidad suficiente de solucidn salina a la solucién de
globuling como para hacer una dilucidn al 1:5 (0,15 ml. de solucion de
globulina, mas 0,6 ml. de solucién salina).

e. Practiguese la reaccidn en un tubo, cn la forma preserita para anali-
zar las diluciones del liquido céfalorraquideo.

d. Siesta dilucidn al 1:5 da resultado Reactivo, el titulo cuantitativo
es de 20 unidades Kahn; si da un resultado No Reactivo, el titulo es
equivalente a la lectura obtenida con la concentracion de globuling no
diluida..

36

| '{



Preparacion del Antigeno Estéﬁdar de Kahn

Cristaleria ¥ Equipo
1. Frasco filtro con tubo lateral, Pyrex™
2. Filtro embudo Buchner de porcelana.
3. Papel filtro de tamaiio adecuado para el embude Buchner.
4. Hoja de estufio delgada, de alts calidad.
Reactivos
1. Polvo de corazén de buey.

El polvo de corazdn de buey puede ser adquiride’ o bien preparado en
el laboratorio en la siguiente forma:

a. Quitese ta grasa y el tejido conjuntivo de 3 ¢ mis corazones frescos
de buey.

b. Muélase 3 6 4 veces el tejido en un moling para carne.

¢. Extiéndasc una capa delgada en una placa de porcelana o de vidrio
¥ séquese con la corriente de aire de uno o mas ventiladores eléetricos
durante 6 horas.

d. Rompase el material en pequefios pedazos y eibraselos con una
gasa,

e. Contindese la desecacion hasta que los trocitos se hagan quebradi-
08,

f. Pulvericense las particulas en un mortero o en un molino apropiado.
g. Almacéncse el polvo en el refrigeradora antes de usarlo.

2. Liter
Debe usarse éter anestésico libre de aleohol.

3. Aleohol

Usese alcohol etilico con un contenido de aleohol no inferior al 95 por
ctento.

4, Colesterol
Deberd emplearse colesterol quimicamente puro, cxento de cenizas,
de alta ealidad.
Método de Preparacion del Extracto Aleohdlico

1. Pésenze 100 gm. de polvo de corazén de buey y coldquense en un matraz
de Erlenmeyer de 1 litro tapado herméticamente con un corcho recublerto
cde papel de estafio o con un tapdn de vidrio.

2. Afddanse 400 inl. de éter anestésico.

3. Tdpese el fraseo y agitese a freeuentes intervalos durante 10 minutos.

1 Difeo T.aboratorics, Detroit, Mich.
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4. Coléguese el papel filtro cn un embudo Buchner, ajustado al frasco filtro
con tubo lateral por medio de un tapdn de goma con una perforacion.

5. Viértase el contenido del frasco de extraceion de 1 litro en el embudo ¥
filtrese ripidamente por succidén.
6. Pisese el polvo de corazén de buey himedo o una hoja de papel filtro.

7. Fragméntese el material en pequefios pedazos y pingase de nuevo, n-
mediatamente, en el {rasco de extraceion de un litro.

8. Anddanse 300 ml. de éter al frasco, tdpese y agitese a intervalos frecuen-
tes durante 10 minutos.

9, Viértasc el contenido del frasco en el embudo, usando un papel filtro
nuevo, y filtrese por succidon.

10. Vuélvase a pasar el polvo de corazdn de buey hidmedo a una hoja de
pupel filtro.

11. Fragméntese el material en pequchos pedazos y pisese inmediatarnente
al frasco de extraccién.

12. Repitanse los pasos 8, 9@ v 10 hasta un total de cuatro extracciones
eléreas.

13. Extiéndase el polvo de corazdn de buey en una hoja de papel filiro
limpia y séquese con la ayuda de uny espatula hasta que el polvo esté exento
de olor a éter.

14. Inviértase el rasco en el que se hizo la extraceidn ctérea hasta que haya
desaparecido el olor a éter.

15. Pésese el polvo seco y exento de éter y péngaselo de nuevo en el [rasco.
16. Afiddanse 5 ml. de aleohol al 95 por ciento para cada gramo de polvo.
17. Tépose el frasco con el tapdn y agitese intermitentemente durante 10
minutos.

18. Déjese reposar durante 3 dias a la temperatura ambiente {aproximada-
mente 23° a 29°C.) en la obscuridad.

19. Agitese el frasco intermitentemente durante 10 minutos y filtrese el
contenido. 81 cs necesario vuélvase a filtrar para eliminar todas las particu-
las visibles.

20. Guardese a la temperatura ambiente en la obseuridad, como soluecidn
madre.

Colesterolizacion del Extracto Alcohdlico

1. Pésense 6,0 myg. de colesterol por cada mililitro de extracto aleohdlico
del antigeno.
2. Coléquese el colesterol en un frasco con tapén de vidrio o en matraz de
Erlenmeyer de tamafio adecuado.
3. Afiddase la cantidad apropiaduy de extracto aleohdlico medida con un
cilindro graduado.
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4. Tipese herméticamente el frasco y coldquese al bafio de Marfa caliente
para apresurar la disolucitn del eolesterol, agitando el frasco intermitente-
mente.

5. Después que el colesterol sc haya disuelto completamente, déjese enfriar
el antigeno a la temperatura ambiente y [iltrese a través de un papel exento
de grasa (Whatman Nim. 1.k

Estandarizacion del Antigeno

El propdsito de la estandarizacién es hacer un antigeno recientemente pre-
parado, comparable a un antigeno estindar de Kahn. Para realizarls se
emplean los tres procedimientos siguientes:

1. Determinacion del titulo—Determinese la cantidad minima de solucion
salina al 0,9 por clento que debe ser afiadida a 1 ml. de antigeno para pro-
ducir una suspensidn de agregados que se disperse completamente con la
adicion de una eantidad dada de solucidn salina, reproduciendo la opalescen-
cia del antigeno estindar.

2. Determinacion del nivel de renctividad.—Pruébese ol antigeno, por lo que
se refiere a su titulo, con sueros sifilitico y no sifilitico, empleando el antigeno
estandar simultincamente como control.

3. Correccion del antigeno. —Corrijase el antigeno hasta que llene los requisi-
tos cstdndar cuando la reactividad no cs comparable con la del antigeno
patran. (Véase “Antigenos” bajo “Informaciones Generales”, pag. 2.)

Determinacion del Titulo

1. Midase con una pipeta de 1,0 ml. {graduada en 0,01 ml.) 0,9,1,1, 1,2, 13,
1,4, 1,5, 1,7, v 1,9 ml., respectivamente, de soluclén salina al 0,9 por clento
en ocho tubos para suspcns16n de antigeno. v

2. Midase con una pipeta de 1,0 ml. en cada uno de ocho tubos similares, 1
ml. del antigeno colesterolizado al 0,6 por clento que debe ser titulado {(un
control de antigeno estdndar debe ser hecho al mismo tlempo diluyéndolo
al titulo indicado en la etiqueta).

3. Preparense las suspensiones de antigeno merclando las eantidades de 1
ml. de antigeno con las cantidades varisbles de solucidn salina. Viciese la
solucién salina sobre el antigeno y tan rdpidamente como sea posible {(sin
esperar a que escurra el tubo) pdsese la mezcla de un tubo al otro 12 veces.
Déjese la mezela en reposo durante 30 minutos en vez del periodo habitual
de 10 minutos,

4, Investiguese la dispcrsabilidad en la solucién salina de los agregados
lipidos presentes en las suspensiones antigeno-solucién saling, del modo
slguiente:

2 Papel Whatman, Springflicld Mills, Maidstone, Inglaterra, A la venta cn Fisher
Belentific Company, Pittsburgh, Pa.
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a. Prepirense nueve series con 3 tubos de ensayo de Kahn cada una.

b. Depositense 0,05, (0,025 y 0,0125 de cada una de las ocho suspen-
siones de antigeno {después de cuidadosa agitacién) en el fondo de los
tubos de cada serie, usando una pipeta de antigeno de 0,25 ml. Las
mismas cantidades de emulsién, preparadas a partir del antigeno
estindar, se deben colocar dentro de los tres ultimos tubos.

Nola: Deberd usarse una pipeta de antigeno de Kahn diferente para cada
suspension de antigeno.

c. Afiddase 0,15 ml. de solucién salina con una pipeta de 1 ml. a cada
uno de los 27 tubos.

d. Agitese vigorosamente a mano la gradilla con los tubos durante 10
segundos; después durante 3 minutos en un agitador meednico a la
velocidad de 275 a 285 oscilaciones por minuto.

e. Agréguese 1 ml. de solucién salina a los tubos que conticnen las
cantidades de 0,05 ml. de suspensién de antigeno y 0,6 ml. a los tubos
restantes. Agitese la gradilla a mano pars mezclar los componentes y
cbsérvese si las mezclas son opalescentes o contienen conglomerados.

Una litulacién tipica puede mostrar nebulosidades en los tres tubos que
contienen la suspensidn de antigeno que fue preparada con 0,9 ml. ¥ con
1,1 ml. de solucién salina. Estas suspensiones contienen conglomerados que
no fueron redispersados por completo en la solucidn salina. Las reaccioncs
producidas por la suspension de antigeno que fue mesclada con 1,3 ml. de
solucion salina pueden ser opalescentes, exactamente como el control de
antigeno estdndar. Las otras reacciones con suspensiones de antigeno eon-
teniendo 1,4, 1,5, 1,7 3y 1,9 ml. de solucion salina pueden ser més claros que
cl control. In este caso el titulo del antigeno serd 1 ml. de antigeno mis
1,3 ml. de solucién salina, es deeir, 1,3 ml. es la menor cantidad de solucién
salina que, afiadida a 1 ml. de antigeno, produce conglomerados capaces de
redispersarse con la adicidn de mds solucién salina, y que reproduce la
opalescencia del antigeno estandar. Lu siguiente tabulacién mucstra una
titulacidn tipica de antigeno. Los titulos “normales’ paru antigeno estdndar
pueden variar en ung escala de t + 1, 1a 1 + 1,5,

Titulaciin tipica de anligeno

Awntigeno + solucién salina al 0,9%)

{mi.) Aspecto de e mezcla
1+09 .. Nebulosa, conglomerados no dispersables.
14 1,1 ..Conglomerados ligeramente nehbulozoz, finos, no
dispersables. ’
L+ L2 Muy ligeramente nebulosa.
T4+13. Opaleseente, estdndar (titulo).
1414, .. e Muy ligeramente mas clara.
14+ 1,5.... veeio........ Ligeramenie mas clara.
1+3,7....................Muy clara.
1+19 .. Cagi clara como el agua,

" Control de ontigeno estindar: Opalescente, estdndar
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Las suspensiones de antigeno hechas con velimencs progresivamente cre-
cicntes de solucion salina, es decir, 0,9, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,7 v 1,9 ml,,
habitualmente muestran un correspondiente incremento progresivo en la
claridad de las mezclas de suspension de antigeno v solueidn salina. Rara-
mente, sin emhbargo, una suspensidn de antigeno mostrard una “titulacién
de zona”. Tisto es, que puede aparecer, mas alld del titulo, ncbulosidad v
agregados no dispersables, por ejemplo, en los tubos conteniendo 1,7 ml. &
1,9 ml. de solucidn salina. Este factor indica que este antigeno en pariicular
tiene limites muy cortos para ser trabajado y es mejor no destinarlo para
us0o general.

Nota: Después que el $itulo de un antigeno ha sido establecido, el siguienle paso
vs determinar st el ndvel de reactivided del antigeno es comparable con el del
antigeno estdndar. Fsto se logra probondo simulldneamente varios sueros con
el anttgeno en cuestion y el antigeno estdndar.

Determinacion del Nivel de Reaclividad del Antigeno Recién
Preparado

1. Preparaciéon de los sueros

Una seric de sueros con reactividades cscalonadas pueden ser preparados
mezclando sueros Reactivos y No Reactivos, filtrados por filtro Seitz, combi-
néndolos en proporciones tales que se obtenga el nimere deseado de
mezelas que reaceionan unas fuertemente y otras débilmente. Estas mezelas
asi preparadas pueden ser usadas para todas las pruebas preliminares, pero
solamente suerog individuales scleccionados son adecuados para la compro-
bacién final de la reactividad del antigeno. Todos los sueros deben ser
calentados antes de usarse.

2. Anilisis preliminar de un antigeno recientemente preparado

Prepéirense las suspensiones con ambos antigenos de acuerdo con sus titulos
respectivos. Después que ambas suspensiones de antigeno se han dejado en
reposo durante 10 minutos, practiquense los andlisis por lo menos con 10
sueros, exacltamente en la forma deserita en “Reaceidn Cualitativa Estandar
de Kahn con Suero” (pigs. 24-25). Si se obtienen reacciones comparables
con ambas suspensiones de antigeno, deherd levarse a cabo la revisidn final
que se describe a continuacidn,

3. Revision linal del antigeno recientemente preparado

Obténganse por lo menos 50 sueros que muestren distintos grados de reacti-
vidad a la reaceidn de Kahn y 50 sueros con resultado No Reaclivo. Practi-
quense log andlisis usando ambas suspensiones de antigeno simultinea-
mente, en la forma deserita en “Reaceidn Cualitativa Estdndar de Kahn
con Suero” (pigs. 24-25).

Cada sucro deberd ser analizado con amhbos antigenos en la misma gradilla
de modo que el fuctor tlempo seu constante. Deberan hacerse dos lecturas
ern cada caso en que haya reaccetones pereeptibles durante la primera lectura.
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Las dos lecturas son necesarias ya que algunos antigenos que producen pri-
meras lecturas estdndar pueden dar lugar a que las particulas legibles se
redispersen en una proporcidn distinta a la del antigeno estdndar. En este
caso el informe final de una muestra dada podris ser menor o mayor que cl
obtenido con antigeno estdndar. Si los resultados producidos por el nuevo
antigeno son iguales a los del antigeno estdndar, el antigeno recientemente
preparado puede ser considerado como de reactividad estindar.

Correccion del Antigeno

El nivel de reactividad del antigeno recientementc preparado puede ser
mayor o menor que el del antigeno estdndar. En cualquicra de estos casos,
puede llevarse a cabo la correceién de él hasta que lHene los requisitos exigi-
dos. Los reactivos necesarios habitualmente para la correccidn del antigeno
se enumeran & continuacion:

Estandarizaecion del antigeno estindar de Kahn
Rewctividad del antigeno Melods de afusle

Menos reactivo que el cstdndar. .. ... ... 1. Adicién de aleohol colesterclizado.
2. Adicién de reactivo sensibilizante.
3. Adicién de reactivo sensibilizantc mds
alcohol colesterolizado.
4. Adicién de un antigeno hiperreactivo.

M4s reactivo que el estdndar..... ... .. 1. Adicién de alcohol colesterolizado.
2. Adicitn de un antigeno menos reactivo.
3. 8olucidn correctiva de lecitina,

1. Preparacion del alcohol colesterolizado

A 100 ml. de aleohol al 95 por ciento en un matraz de Frlenmeyer o en
una botella con tapén de cristal de 250 ml. agréguense 600 meg. de coles-
tercl. Hagase rotar el frasco en un bafio de Maria calientc hasta que
todo el colesterol esté disuelto. Filtrese cuando esté frio.

2. Preparacién del reactivo sensibilizante

a. Vuélvase a filtrar el filtrado etéreo obtenide en la preparacién del
antigeno para eliminar los restos de misculo pulverizado. Coldquese
en una placa de evaporacion y evapdrese el éier con ayuda de un venti-
lador cléctrico. Durante el perfodo de evaporacién pueden condensarse
algunos centimetros cibicos de agua. Fsta agua aparecerd en el fondo
de la placa de evaporacidn y se sugiere que sea eliminada con una pipeta
capilar & medida que se forme para evitar la emulsilicacidn de los
lipidos. K residuo lipido es de color café, semitransparente y viscoso.

b. Cuando el volumen ha sido reducido a un punto en ¢l cual ya no
puede deseubrirse el olor a éter, el residuo se pasa u una pequefia placa
de evaporacién ya tarada, y se pesa.

¢. Se ajfiade en seguida un volumen de aleohol absoluto equivalente a
10 ml. por gramo del residuo y la mezcla lipida se transfiere a un frasco.
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d. Se deja efectuar la extraccién durante 30 minutos a temperatura
ambicnte con agitacidn frecuente del frasco. Relutivamente poco del
residuo es soluble en alcohol, estando las masas lipidas distribuidas en
la mezecla.

e. La mezcla se coloca en el vefrigerndor (4° a 9°C.) durante 3 horas.

f. Se filtra la mezela mientras estd fria y el frasco conteniendo el fil-
trado claro se coloca en el incubador a 37°C. durante 24 horas.

g. Ll filtrado claro deberd quedar en repose durante 3 dias & la tempe-
ratura ambiente. Si se forma un precipitado durante este periodo, la
golueidn habrd de ser filtrada nuevamente.
h. Elfiltrado se colesteroliza con 6 mg. de colesterol por ml,, de acuerdo
con la téenica habitual.
i. El extracto colesterolizado, conocido como reactivo sensibilizante,
se filtra y queda listo para el uso. Deberd ser guardado en la obscuridad
a la temperatura ambiente.
3. La correccidn de los antigenos mis sensibles que el estdndar puede ser
llevada a eabo

a. Mezclando el antigeno hz‘pe?"sensible con un antigeno hiposensible.

(1) Afddanse cantidades iguales de antigeno hipersensible e hipo-
sensible (por ejemplo, 10 ml. de cado uno) en un pequciio frasco y
mdézelese bien.
(2) Efectiese la titulacidn {de acuerdo con “Determinacién del
Titulo” pigs. 39-40).
(3) Practiquense los andlisis comparativos prelimipares usando
los titulos obtenidos ¥ un antigeno estdndar como confrol.
(4) Silos resultados son comparables, puede efectuarse la compro-
hacion final (pag. 41).
(5) Sila reactividad del antigeno no es comparable a la del anti-
geno estdndar, pruébense diferentes proporeiones de ambos anti-
genos.
(6) La revisién final (pig. 41} deberd ser hecha después que el
lote completo del antigeno haya sido corregido.
b. Por la adicidn de “solucidn correctiva de leciting” al antigeno?
Manera de preparar la solucion correctiva madre de lecitina, a partiv
de la ovolecitina.
(1) Agréguense 5 gm. de ovolecitina comercial a 100 ml. de aleo-
hol absoluto colesterolizado al 0,6 por ciento.
(2) Fxtrdigase durante 1 hora al bafio de Marfa s 56°C.

 Wsle método, recomendade por el 1. Kahn, parala correecién del anligeno no
ha sido empleado en el Laboratorio de Investigaciones de Enfermedades Venéreas.
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(3) Enlriese y {ilirese la solucidn clara.

(a) Agréguese una canlidad determinada, por ejemplo 0,2 ml.
de la solucidn madre de lecitina a 10 ml. del antigeno hiperre-
aclivo.

(b) Titilese cl antigeno {de acuerdo con la “Determinacion
del Titulo”, pags. 39-40).

{¢] Pruébese este antigeno con 10 susros (e seun en su ma-
yoria conocidos como productores de reacciones Débilmente
Reactivas, empleando antigeno estdndar como control.

{d) Bi el antigeno modificado da resultados comparables a
log obtenidos con ¢l antigeno cstdndar, la cantidad total del
antigeno hiperreactivo puede ser ajustada y sometida a la
revision final {pag. 41}.

c. Por dilucion con alcohol colesterolizado.

Véare “Correccion del antigeno menos reactivo que el estdndar,” sce-
cion 4a. mas abajo, La técnica deserita es también aplicable o la
corrcecidn del antigeno mas reactivo que of estdndar,

4, Bc puede realizar la correccidn de antigenos menos reaclivos gue ol
antigeno estandur.

a, Por dilucidn de antigeno con aleohol colesterolizado.

{1) En un frasco de 14 onza coldquense 10 ml, del antigeno menos
reactivo (colesterolizade al 0,6 por ciento} v 1 ml, del alcohal
colesterolizado ul 0,6 por ciento. En otro frasco de L4 onza mész-
clense 10 ml. de antigeno colesterolizado al 0,6 por ciento y 2 mil.
de aleohol colesterolizado al 0,6 por ciento, obteniéndose asi dilu-
ciones al 10 y al 20 por cienlo, respectivamente,

{2) Practiquese la titulacion de esos dos antigenos (de conformi-
dad con “Deterrunacion del Titulo”, pAgs. 39-40).

(3) Efectlense andlisis comparativos con sueros Débilmente Re-
activos, usando antigeno estdndar simultdneamente como control.

(4} Si ninguna de las diluciones con aleohol colesterolizado al 10%
o al 20 por ciento Heva el antigeno a la reactividad cstdndar, in-
tente otras diluciones que no excedan del 30 %.
b. Por lo adicion al antigeno de reactive sensililizanie.
Algunos antigenos poco reactivos pueden ser llevados al nivel estandar
de reactividad por la adicién de una pequeba cantidad de reactivo
sensibilizante, por e]. 0,2 a 0,7 %. En clertos casos es necesario agregar
reactivo sensibilizantéademds de la dilucidn con aleohol colesterolizado,

r T . .
c. Mezclando antigeno menos reactivo con unro de mayor reactividod.
Este método es esenclalmente. el mismo deserito en la- seceidn- 3a.
R ¥ | '
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{pdg. 43) para la correccién de un antigeno més reactivo por meszcla
¢ONn uno menos reactivo.

Notas sobre Caracteristicas de Titdlacién de Dife-
rentes Antigenos Estandar de Kahn y su Im-
portancia en los Resultados Serologicos

Hay dos caracteristicns bisicas de titulacién de log antigenocs estindar
de Kahn. Los antigenos pueden mostrar titulos “en declive” o titulos
“planos.”

1. Antigenos que muestran titulos “en declive,

Estos antigenos muestran imigenes de titulacidn de claridad creciente con
el sumento de las cantidades de solucién salina empleadas en la preparacién
de las suspensiones de antigeno. La tabulucion siguiente muestra una ima-
gen de titnlacidn “en declive”.

Titulacion de antigeno “‘en declive™

Amniigeno -+ solucidn

salina al 0,9% Resultadas de Ia titulacidn
(.}
1409 .. ........... . Nebulozo; ¢conglomerados.
L1 .0 . . Ligeramente nebuloso; conglomerados pequefios.
14+13............ . Opalesecnle (titulo); no hay eonglomeradoy, opaleseencia
estdndur.
14+ 1,56 ... Un poeo mas clare que lo debido; no hay conglomerados.
1+ 17 .. Demasiado claro; no hay conglomerados.
T4+19... ... Claro como el agua; no hay conglomerados.

2. Antigenos que muestran titulos ‘‘planos.”

Estos antigenos muestran imagenes de titulacién de claridad constante, a
pesar del aumento en las cantidades de solucidn saling, etipleadss en la pre-
paracion de las suspensiones de anligeno. La siguiente tabulacién muestra
una imagen de titulacién “plana.”

Tirulacion de antigeno “plana®™
Antigeno + solucidn
saling al 8,97, Resultados de lo tilulueion
(ml.)
1+ 09 .. Nebuloso; conglomerados.
14+1,1 ... Ligeramente nebuloso; conglomerados peguenos.
1+ 1,3 . Vestigios de nebulosidad; eanglomerados dudasos.
T+ 15 ... o Opalescente (titulo); opalescencia estdndar.
L+ L7 ... .. . ...... 0Opaleseenle {iguul); no hay conglomerados.
P19 Opalescente (jzual); no hay conglomerados.

Los antigenos que tienen titulos “en declive’ son log més convenientes para,
la prueba estindar de Kahn. Algunos antigenos que muestran una titula-
cidn “plana’ antecs de la estandarizacién pueden mostrar después de ella
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una titulacién “en deelive”. T.os antigenos que contimian mostrando una
titulacidn plana después de ser estandarisados resultan seguros en su uso,
siempre que no colntencen a mostrar una titulacidn en declive “inversa”, es
decir, una mayor nebulosidad si sc aumenta la cantidad de solucion salina
agregada al antigeno,

Referencias Bibliograficas
(1) Kann, R. L.: Technique of Standard Kahn Test and of Speeial Kahn Proce-
dures. Rev. and enl. ed. University of Michigan Press, junio 1946.

(#) Kann, R, L.: Serology with Lipid Antigens. Williams & Wilking, Baltimore,
1950.



Reacciones de Kline

Anles de realizar este reaccidn, el técnico debe estar fomiliarizado con ¢l
conteriido de los captiulos Informaciones Generales y Equipo General.

Equipo

1. Méquina rotatoria, adaptable a 180 r.p.m., que cireunscribe un eirculo
de 34 de pulgada de didmetro en un plano horizontal.

2, Digpositivos para hacer anillos de parafina de 14 mm. de didmetro
aproximadamente.

3. Juego de moldes' para reacciones con liquido céfalorraquideo, con-
sistente en un molde do acero (3l x 2844 x 14 de pulgada, con dos re-
ceptdculos de 13{¢ de pulgada de didmetro} ¥ dos discos de metal (1544
de pulgada de didmetro x 374 de pulgada de espesor) con tornillos en el
centro.

4, Soportes para ldminas de 2 x 3 pulgadas.

5. Agujas hipodérmieas, calibre 22 v 26, con bisel limado,

Cristaleria

1. Pipetas de 0,2 ml., graduadas en 1159 ml. hasta la punta.

2. Tubos de centrifuga, fonde redondo, 3 x 1 pulgada.

3. Frascos redondos, de 30 ml. de capacidad, con tapones de crigtal.
4. Liminas de vidrio® de 3 x 2 pulgadas, lisas, para anillos de parafina.
5. Jeringas de vidrio, hipodérmicas, de 1,0 6 2,0 ml, de capacidad.

Reactivos

1. Antigeno

El antigeno! para la prueba estandar de Kline se compone de eardioli-
pina (0,2 por ciento) v lecitina purificada (1,6 a 2,6 por ciento) en
aleohol absoluto. Este reactivo deberd prepararse con componentes
quimicos estandarizados y ajustarse serolégicamente por comparacion
con un antigeno de reactividad estdndar. Serd mantenido en el refrige-
rador a temperatura de 6° a 10°C.

1 La Motte Chemical Produets Co., Towson 4, Md.

£ El Dr. B. 8. Kline ha rehusado la aprobacién de algunas 14minas de vidrio cén-
esavas ¥ ha aprobado otras de la misma procedencia comercial. Tin el Laboratorio de
Tnvestigaciones de Enfermedades Venéreas no se usan las ldminas de cristal céneavas
para las reacciones de Kline.
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2. Solucién de colesterol

Disuélvase 1,0 gramo cle colesterol (Pfanstiehl, exento de cenizas, pre-

cipitado por aleohol) en 100 ml. de aleohol absoluto y guirdese en

frasens con tapdn de cristal a lu temperatura ambiente (23° a 20°C.).
3. Agua destilada

El agua destilads apropiada para las reacciones de IKline deberd tener
un miniine de jones positivos u otros electrdlitos y el pH serd de 6,0
aproximadamente.

4. Solucitn de eloruro de sodio (0,85 por elento)
Anddase la cantidad necesaria de cloruro de sodio (850 mg.} seco y de
calidad purfsima (A.C.8.) a 100 ml de agua destilada. Esla solucidén
debera prepararse de preferencia el dia gque se vaya a usar. Puede con-

gervarse en estado sutisfactorio hasta durante una semana, si se man-
tiene en un [rasco limpio con tapdn de cristal.

REACCIONES DE KLINE CON SUERO

Preparacion de los Sueros

1. Sepdrensc los sucros de los codgulos por centrifugacidn y extraceidn con
pipeta o decantacidn.

2. Caliéntense los sueros en el baiio de Maria a 56°C. durante 30 minutos.
Cuando sea neeesario repetir el examen en dias posteriores, el suero deberd
ser recalentado a 56°C. durante 5 minutos.

3. Vuélvase a centrifugar cualquier suero al cual se le hayan formado parti-
culas visibles durante ¢l calentamiento.

Preparacion de las Laminas con Anillos de Parafina

1. Limpiense las ldminas de vidrio de 3 x 2 pulgadas con jabdn Bon Ami.

2. Por medio de una mdquina de mano o eléctrica para hacer anillos de
parafina cologuense 12 anillos (14 mm. de didmetro) en cada ldmina. Se
puede usar parafing o una mezcla de dos partes de parafina y una parte de
vasclina, calentada a 120°C. Se tendrd cuidado de que los anillos sean del
didmetro prescrito.

Preparacién de la Emulsién de Antigeno

1. Depositese 0,85 ml. de agua destilads en el fondo de un frasco de 30 ml.
de capacidad con tapdn de cristal.

2. Aiidgdase 1,0 ml. de la solucién de colesterol al 1 por ciento, dejando
gotear muy despacio desde una pipeta la solucidn de colesterol, mientras que
con la ofra mano se le da un movimiento giratorio vigoroso al fraseo, que
es sostenido en dngulo subre una superficie plana.
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3. Contintese la rotacién del frasco durante 20 segundos més.

4. Afddase con una pipeta de 0,2 ml. 0,1 ml. de aniigeno, dejandolo
eseurrir contra un lado del cuello del frasco, pero evitando la parte de vidrio
deslustrado.

5. Tapese el frasco y agitese vigorosumente durante 1 minuto, lunzando el
licquido de abajo hacia arriba v viceversa.

6. Ailddanse rdpidamente 2,45 ml. de la solucién de clorure de sodio ak 0,85
por clento y agitese con menos fuerza durante 30 segundos.

La emulsion estd ahora lista para usarse y, si se coloca en el refrigerador, se
podri utilizar durante 48 horas. Pueds prepararse doble cantidad de emul-
s16n de antigeno en los mismos frascos de 30 ml.

Reacciones Preliminares con Suero

1. Revisese el rendimiento de la aguja hipodérmica (calibre 22 ajustada a
una jeringa de vidrio) y hdganse los ajustes necesarios de manera que se
obtengan aproximadamente 125 gotas (0,008 ml. por gota) por cada mili-
litro de emulsidn de antigeno. '

2. Terminense lag pruchas usando controles de sucro de reactividad eseca-
lonada en la forma descrita bajo “Reaccidn Cualitative Estindar de
Kline con Suero.”

3. Las reacciones con sucro de control dehen reproducir el patrén de reacti-
vidad. El suero No Reactivo debe mostrar completa dispersién de las parti-
culas de antigeno con un nimero Gptimo de ellas por campo microsedpico.

Reaccion Cualitativa Estandar de Kline con Suero

1. Depositese 0,05 ml. del sucro calentado dentro de un anillo parafinado
de la ldmina dc vidrio,

2. Afddase una gota (0,008 ml.) de la emulsidn de antigeno a cada suero.

3. Tmprimase un movimicnte de rotacién a las [Aminas, en una miquina
rotatoria a 180 r.p.m., durante 4 minutos.

Nota: Cuando las prucbas son ¢jeculadas en un climae caliente y seco, se pueden
cubrir los ldmanas con la lopa de una place que contenga wn secanle himedo
pare evitar ¢l excese de evaporacidn durante la rotacion.

4. Examinense las reacciones al microscopio usando un aumento de 100 X
5. Inférmense de la siguiente manera los resultados observados:
a. Reaceiones tipicas

No Reactiva................. .. Particulas de antigeno dispersas, no hay gru-
maos.

Débilmente Reactiva (4= 6 14+) . Tarticulas de antigeno en grumos pequefios,
hien definidos.

Resctiva (24, 3+, 6 44+). ..., Particulas de antigeno en grumos medianos o
grandes.
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b. Reacciones atfpicas

Las reacciones atipieas se caracterizan por grumos irregulares y plumo-
sos predominantemente de tamafio pequecfio. En los sueros que den
reacciones atipicas se deberdn repetir Ias pruebas en diluciones desde
1:2 hasta 1:64, como se describe en “Reaccién Cuantitativa Estin-
dar de Khine con Suero”. El resultado se informard Reactivo si se
obtiene una prueba Reactiva con una o mds diluciones del suero.

Reaccion Cuantitativa Estindar de Kline con Suero

1. Anddase 0,5 ml. de la solucidn de cloruro de sodio 2 cada uno de 6 6 mids
tubos.

2. Agrégucse 0,5 ml. del suero calentado al primer tubo y mézclese.

3. Pisese 0,6 ml. del primer tubo 4l segundo y mézclese.

4. Contindese pasando 0,5 ml. de cada tubo al siguiente, ¥y mezeclando,
hasta que el 1iltimo tubo contenga 1,0 ml.

5. Coléquese con pipeta 0,05 ml. de suero no diluido y de cada dilucién de
suere en diferentes anillos parafinados de la ldmina de vadrio.

6. Afidase una gota de la emulsién de antigeno (0,008) a cada dilucidon del
suero.

7. Imprimase movimiento de rotacién a la ldmina a razén de 180 r.p.m.,
durante 4 minutos.

8. Léanse y andtense lag reacciones como se describe en “Reaceidn Cuali-
tativa Estdndar de Kline con Sucro” (pag. 49).

9. Infdrmense los resultados en términos de la mds alta dilucidn que pro-
duce un resultade Reactivo (24, 34, 6 44).

Ejemplo:
Suere wo
diluide Diluctones del suero
ni 2 14 18 15 n32 hed Informe
4 4 3 1 — —  — Reactivo: dilueidn al 1:4 & 4 dils,
4 4 4 4 2 —  — Reactivo: dilueidn al 1:16 6 16 dils.
4 4 4 4 4 2 — Reactivo: dilucidn al 1:32 6 32 dils.

REACCIONES DE KLINE CON LIQUIDO
CEFALORRAQUIDEO

Preparacién del Liquido Céfalorraquideo

1. Centrifldguese el liquido eéfalorraquideo a 2.000 r.p.m. durante 5 minu-
tos y elimincse el lquido sobrenadante por decantacion, Los liquidos céfalo-
rraquideos contaminados o que contienen sangre no son satisfactorios para,
el analisis.
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2. Analicese cada liquido céfalorraquideo para investigar la presencia de
gluecosa.

a. Pénganse 5 ml. de solucién Benedict en un tubo de ensayo.
b. Coldquese el tubo de ensayo en agua hirviendo durante 5 minutos.

c. Sdquese el tubo del bafio. No debe presentarse reduceién del cobre
durante este periodo de calentamicento,

d. Aiiidase 0,56 ml. de liquido céfalorraquideo. Agitese el tubo para
mezelar su contenido,

e. Llévese nuevamente al agua hirviendo durante 5 minutos.

f. Saquese el tubo del bafio y examinese en busca de precipitado que

indique la presencia de glucosa. Tos liguidos céfalorraquideos que dan
resceidn negativa para la glucosa no son satisfactorios para el examen.

3. Coloquense los liquidos céfalorraquidess en bafio de Maria a 56°C. du-
rante b minutos inmediatamente antes de su anilisis.

Preparaciéon de las Laminas con Anillo Doble

1. Limpiense lag ldminas de vidrio de 3 x 2 pulgadas, usando Bon Ami.
2. Coléquese un molde de acero ¥ dos disecos centrales sobre la lamina.

3. Llénense los espacios cnire los discos y el molde externo con la mezcla
de parafina caliente (1 parte de parafina y 2 partes de vaselina).

4. Remuévanse el moldey los discos dela Jimina después que la parafing se
haya enfriado. Los discos pueden ser aflojados haciendo girar el tornillo
central hacia la derecha. El molde sc quits insertando la hoja de un cuchillo
entre la ldmina v el molde.

Preparacién de la Emulsiéon de Antigeno

1. Depositese con pipeta 0,6 ml. de zolucién de colesterol al 1 % en el fondo
de un tubo de ensayo de fondo redondo, de 3 x 1 pulgada.

2. Afddase ripidamente 0,4 ml. de agua destilada, quitando el dedo de la
pipeta y soplando hasta la dltima gota, mientras se imprime un movi-
miento de rotacidn vigoroso al tubo sobre una superficie plana.

3. Continiese la rotacidn del tubo durante 10 segundos més.
4, Agréguese 0,1 ml de antigeno y hdgase rotar cl tubo vigorosamente
durante 1 minuto.
5. Afiddasce 1,4 ml, de solucién de cloruro de sodio al 0,85 por ciento e im-
primase un movimiento de rotacidn al tubo, sobre una superficie plana,
durante 30 scgundos.
6. Centrifiguese el tubo con la emulsién de antigeno a 1.100 r.p.m. durante
5 minutos.

51



Nota: Se necesitard experimentar pora delerminer ol tiempo y lo velocidad de
centrifugacion necesarios para oblener un sedimento con el mibmero dptimo de
particulas, Bl sedimento estord formado por une cantidad tal que, cuandoe sea
nuevamente suspendido en 0,6 ml. de solucidn saling, una gota (0,008 ml.) de
lo emulsion en 0,5 mi. de Hquido eéfalorraquideo contenga el numere dplimo
de particulas de antigeno por campo microscépico.

7. Decintese el liquido turbic sobrenadante,

8. Anddase 0,6 ml. de solucién de clorure de sodio al 0,85 por ciento al
sedimento e imprimase un movimiento de rotacién vigoroso al tubo, durante
30 segundos, para suspender uniformemente las particulas de antigeno.

9. Pisese la emulsidn de antigeno a un tubo de 13 x 100 mm. con tapén.
B1 s guarda esta erulsidn en el refrigerador, puede usarse durante 48 horas
después de preparada.

Reacciones Preliminares con Liquido Cefalorraquideo

1. Compruchese el rendimiento de la aguja hipodérmica (calibre 26, co-
nectada a una jeringa de vidrio). Deberdn hacerse ajustes a fin de obtener
aproximadamente 125 gotas (0,008 ml, por gota) por cada mililitro de
emulsion de antigeno. i

2. Complétense Jos andlisis con controles de liquidos eéfalorraquidecs Reac-
tivos y No Reactivos en la forma descrita en “Tleaccion Cualitativa Kstin-
dar de Kline con Liquide Céfalorraquideo.”

3. En ¢l liquido céfalorraquidec Reactive sc observardn grumos de par-
ticulas de antigeno. Los controles de liquido eéfalorraquideo No Reactlivo
deberdn mostrar dispersion completa de las particulas de antigeno y el
niimero éptirmo de ellas por campo microsedpico.

Reaccion Cualitativa Estandar de Kline con
Liquido Céfalorraquideo

1. Coldquese el ndmero necesario de ldminas con anillo doble cn un so-
porte, mientras se calientan los liquidos céfalorraquideos.

2. Depositese 0,3 ml. de liquido céfalorraquideo caliente en una cimara
anillada. Se incluirdn controles de liquido céfalorraquideo Reactivo y No
Reactivo.

3. Anddase una gota (0,008 ml.) de emulsion de antigeno al liquido céfalo-
rracuideo de cada cAmara.

4. HAganse rotar las liminas con fuerza moderada sobre una superficie
pluna, durante 30 segundos, para distribuir la emulsién de antigeno.

3. Muévase el soporte de la ldmina hacia adelante y hacia alrds rapida-
mente (aproximadamente 3 movimientos completos por segundo) en una
distancis lineal de L4 a L4 pulgada, darante 8 minutos.
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6. Examinense las reacciones al microscopio con 100X de aumento e in-
férmense los resultados observados de acuerdo con la descripeidén que sigue.
La limina puede ser inclinada para facilitar la lectura,

No Reaetivo. . ....., .. e Particulus de antigeno dispersas; no hay.
EIUIMOS.

Débilmente Reactivo (£ 6 1-+). . Particulas de anligeno en peguefios grumos
bien definidos.

Reactivo 3+, 3+, 644)....... Particulas de antigeno en grumos de tamafio
mediany o grande,

Reaccion Cuantitativa Estandar de Kline con
Liquido Céfalorraquideo

1. Prepirense diluciones de liquido céfalorraquideo al 1:2) 1:4, 1:8, 1:18,
ete., usando liquido céfalorraquideo No Reactive o selucidn salina al 0,9 %
como diluyente.

2. Analicesc el liquido céfalorraquideo no dilmido y cada dilucidn de él, en
la forma descrita en “Reaccién Cualitativa de Kline con Liquido Céfalo-
rraquideo.”

3. Informense los resultados en términos de la mayor dilucién que produce
resultado Reactivo (24, 34, ¢ 44), en la forma descrita en “Reaceion
Cuantitativa de Kline con Suero” (pig. b0).
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Reacciones de Kolmer

Anles de realizar esta reaccion, el téewico debe estar familiorizado con el con-
tenido de los capitulos Informaciones Generales y Equipo General.

Equipo

1. Gradillas para tubos de ensayo, de alambre galvanizado, para 72 tubos.

Cristaleria

1. Tubos de ensayo, Pyrex, con didmetro exterior de 15 x 85 mm.
2. Tubos Pyrex para centrifuga, graduados, de 15 ml. de capacidad.
3. Tubos para centrifuga, {ondo redondo, de 50 ml. de capacidad.

Reactivos

I. Antigeno

El antigeno para las reacciones de Kolmer consiste en una solucidn
aleohdlica que contiene 0,03 por clento de cardiolipina, 0,05 por ciento
de lecitina, ¥y 0,3 por ciento de colesterol. Cada nuevo lote de antigeno
se debe ensayar en coraparacién con un antigeno estindar, tanto en las
pruchas cualitativas como en las cuantitativas de sucros Reactivo,
Débilmente Reactivo y No Reactivo, antes de usarlo en forma ruti-
naria.

2. Solucisn salina

a. Pésense 8,5 gm, de eloruro de sodio desecado (ALC.8) v 0,1 gm. de
sulfato de magnesia por cada litro de solucidn salina.!

b. Disuélvanse lus sales en agua destilada y filtrese en los frascos,
que estardn provistos de tapones de vidrio o de algoddn cubierto de
gasa, Las pruebas se deben hacer con solucion salina recién preparada.

¢. Coldquese en el refrigerador una cantidad de solucidn salina sufi-
ciente para diluir ¢l complemento que va u ser usado en las reacciones
v déjese reposar el resto a la temperatura ambicnte (23° a 29°C.),

3. Glébulos rojos de carnervo. (Véase “Recoleccién y Preservacidn de Sangre
de Carncro™, Apéndice, p. 101.)
La sangre de carnero recientemente recolectada deberd ser refrigerada
durante 48 horas antes de su uso.
1 Cuando se obtienen titulos del complemento exeepeionalmente bajos, cl Dr.
Kolmer recomiends que sc agreguen 40 mg, de CaCl:.2H0 a cada litro de solucidn

galina. Iin esas circunstancias no se debe usar el complemento a una dilucidn mayor
de 1:37 (para 2 unidades completas).
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4, Hemolisina. (Véase “Preparacidn de la Hemolisina™, Apéndice, pigs.
104-106.)

5. Complemento. {Véasc “Preparacidn y Consgervacién del Complemento”,
Apéndice, pigs. 106-107).
a. Cuando sc acostumbra en el laboratorio sangrar a los cobayos el
dia anterior & aquel en que se practican las reacciones de fijacién del
complemento, puede ohtenerse el suero de cobayo exento de glébulos
centrifugando los tubos con sangre y decantando el suero de los codgu-
Ios. Los sucros de fres cobayos o mas deberdn ser mezelados y llevados
al refrigerador.
b. El suero-complemento deshidratado se restituird a su velumen origi-
nal disclviéndolo en la cantidad prescrita de solucién tope o de agua
destilada v se conservard en el refrigerador.

¢. El suero-complemento guardado en estado de congelacidn debersd
ser llevado al estado liquido dejandolo a temperatura ambiente o a
37°C. s6lo durante el tiecmpo necesarto para su fusidn. Como el conte-
nido de proteina de estos suercs tiende a depositarse en el fondo del
tubo durante la descongelacion, estos tubos de suero se mezelardn ade-
cuadamente por inversién y serdn llevados de nuevo al refrigerader

(6° a 10°C.).

Preparaciéon de los Sueros

1. Sepdarense los sueros de los codgulos sanguineos por centrifugacidn y
exbraceion con pipeta o decantaeidn.

2. Caliéntesc el sucro a 56°C. durante 30 minutos. Los sueros prevismente
calentados deberan ser recalentados durante 5 minutos a 56°C. el dia del
analisis. :

3. Vuélvase a centrifugar cualquier suero al guc se le hayan formado par-
ticulas visibles durante ¢l calentamicnto.

Nota: 87 se desea obiener reacciones de fijacién del complemento de sensibilidad
mdzime en le pruehe cuaniitotiva de Kolmer, serd necesario eliminor las
hemolistnas noturales anticornere de los sueros. Se puede lograr esto en la
siguienie forma:

a. Depositese | ml. de cada suere en un tubo pequefio (12 x 75 mm.)
v coliqueselo en el refrigerador durante 15 minutos o més.

b. Anddase una gota de glébulos rojos de earnero, lavados y coneen-
trados, a cada suero y mézclese bien.

¢. Llévense de nuevo todos los tubos al refrigerador durante 15 mi-
nutos.

d. Centrifiguense todos los tubos v sepdrense los sucros por decanta-
cidn. Kvitese arrastrar el residuo celular de las paredes v del fondo de
los tubos.
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e. Estos sueros se calentardn a 56°C. durante 30 minutos. Los sucros
absorbidos, previamente calentados, deberfn ser recalentados durante
5 minutos.

Preparaciéon del Liquido Céfalorraquideo

1. Centrifaguense y decdntensc todos los liquidos céfalorraquideons para
eliminar los restos celulares y particulas, Tos liquidos céfalorraquideos visi-
blenente contaminados o ¢ue contienen sangre a simple vista deben desc-
charse,

2. Caliéntense todos los liquidos céfalorraquideos recibidos por correo, o
almacenados durante tres dias o mds, s 56°C. durante 15 minuios para
eliminar las substanclas anticomplementarias termolabiles.

3. Los liquidos céfalorraquideos recientemente extraidos se analizardan sin
calentamiento preliminar,

Preparacion de la Suspension de Glébulos
Rojos de Carnero

1. Filirese, a través de una gasa, unay cantidad adecuada de sangre de
carnero preservada, recogiéndola en un tubo de centrifuga de fondo re-
dondo, de 5) ml. de capacidad.

2, Afiadanse a cada tubo dos o tres volimenes de solucidon salina.

3. Centrifiiguense los tubos con fuerza suliciente para sedimentar los cor-
pisculos en 5 minutos (centrifuga I.E.C.2 N° 1 a 2.000 r.p.m., centrifuga
IE.C. Nv2a7.000 rp.m.).

4. Sepirese el liquido sobrenadante por suceidn a través de una pipeta ca-
pilar, quitando la capa superior de glébulos blancos.

5. Llénese el tubo con solucién salina y resuspéndanse los glébulos por in-
version y agitacidn suave.

6. Vuélvanse a centrifugar los tubos y repitase este procedimiento hasta
cfectuar tres lavados. Si al tercer lavado el liquido sobrenadante no es inco-
lora, los glébulos son demasiado fragiles y no deberin usarse.

7. Después de separar el liquido sobrenadante del tercer lavado, los glébulos
se vierten o arrastran a tubos de centrifuga, graduados, de 15 ml. ¥ s cen-
trifugun a la misma velocidad usada antes, durante 10 minutos, con el
abjeto de sedimentar las eélulas firme y uniformemente.

8. Léase el volumen de glébulos sedimentados en el tubo de centriluga v
sepdrese con culdado el liquido sobrenadante.

9, Prepérese una suspension de globulos de carnero al 2%, traspasando los
corpiisculos a un frasco con 49 volimenes de solucidn salina. Agltese el
fraseo para asegurar una suspensién uniforme de los gléhulos,

¢ International Equipment Co., Bogton, Mass,
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Ejemplo:

2,1 ml. (glébulos sedimentados) X 4% = 102,9 ml. {solucidén salina necesaria).

10. Coléquense 15 ml. de la suspension de glébulos al 2% en un tubo de
centrifuga graduado y centrifiguese & la velocidad antes usada durante 10
minutos. Una parte alicuota de 15 ml. de suspensién de glébulos, preparada
en forma adecuada, producird 0,3 ml. & 0,01 ml. de corpdsculos sedimen-
tados.

Advertencin: Usense solamente tubos de centrifuga cuya calibracién haya
sido comprobada en cuanto a las zonas de volumen de 15 ml. y de globulos
sedimentados.

Nota: Cuando el volumen de glébulos sedimenlados queda fuera de los limiles
tolerables arriba establecidos, la concentracién de lo suspensidn de globulos
deberd ser modificada. La candidad de solucidn saling que hay que eliminar ¢
afadir a lo suspension para hacer el ajuste se delermina de acuerdo con la
siguienle formula:

Leetura obtenida en e] tubo de centrifuga
Lectura correcta en el lubo de eentrifuga

» Volumen de suspension de glébulos

= Volumen corregido de la suspensién de glébulos

Ejemplo 1:

Volumen de la suspensién de glébulos. ........................ 100 ml,
Lecturs, oblenida en ¢l tubo de centrifugs (15 ml)............ 0,27 ml
0,27 ml.

—— 100 ml. = 90 ml.

03 ml, <™

Por o tanto, se eliminardn 10 mi. de solucién salina de cada 100 mi. de
suspensidn de glébulos. La solucion salina puede ser separada centrifu-
gando una parle alicuola de lo suspension de glébulos y sacando con una
pipeta el volumen deseado de solucidn que debe ser descartado.

Ejemplo 2:
Volumen de la suspensidn de gldbulos. . ... . ... ... ...... 100 ml.
Lectura obtenida en el tubo de centrifuga 05 ml.)............ 0,33 ml.
0,33 ml.

ﬁ,BTl. X 100 ml. = 110 D_'ll.

Por lo tanto, deberdn afiadirse 10 ml. de solucidn solina para cade 100
ml. de suspensidn de glébulos. Una suspension de glébulos ajusiada de-
berd ser revisade de nuevo centrifugande una porcion de 15 ml.

11. Coloquese el frasco con la suspension de glébulos en ¢l refrigerador
cuando no esté cn uso. Agitese siempre antes de usarlo para asegurar ung
suspensidn unitorme, ya que los corpiisculos se sedimentan en el fondo del
frasco cuando son dejados en reposo.
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Preparacion de la Dilucion del Antigeno

1. Coldqguese la cantidad requerida de solucién salina en un frasco y afid-
dase el antigeno gota a gota mientras se agita el frasco continuamente. Se
puede caleular 1a cantidad necesaria teniendo en euenta el ndmero de tubos
que levardn antigeno en el andlisis y en las titulaciones. La cantidad para
el anilisis la constituye 0,5 ml. de la dilucidén de antigeno indicado en la
etiqueta del frasco, que usualmente es de 1:150.

2. La diluecién de antigeno se conserva en un frasco tapado a la tempera-
tura ambiente.

3. El antigeno diluido debe mantenerse a la temperatura ambiente por lo
menos 1 hora antes de usarlo.

Preparacion de la Dilucion Madre de Hemolisina

1. Prepérese la dilucién madre de hemolisina al 1:100 en la siguiente formas:

mi,
Solucidn salina. . ... . 94,0
Fenol (al 5% en golueidn galina). ... .............. e 4,0
Hemolising glicerinada (509) . .................... e 20

La solucidn de fenal se mezclard perfectamente con la solueidn salina antes
de anadir ln hemolisina glicerinada. Ksta solucién se conserva hien a la
temperatura del refrigerador, pero deberd ser desechada cuando contenga
precipitados. '

2, Cadu nuevo lote de dilucidn madre de hemolisina (1: 100) debe ser veri-
ficado por titwlacidn paralela con la anterior dilucidn madre de hemolisina
antes de adoptaria para usgo ordinario.

3. Las diluciones de hemoligina al 1:1.000 6 mayores gon preparadas dilu-
yendo partes alicuotas de la solucidn al 1:100.

Después de preparados estos reactivos se puede pensar en efectuar los titulo-
ciones del complemenlo y de la hemolisina.

Titulaciones del Complemento y de la Hemolisina

1. Practiquense simultidneamente estas dos titulaciones en la misma gra-
dilla.

2. Coldguense 10 tubos (numerados del 1 al 10) en un lado de la gradilla
para la titulacién de la hemolising y 8 tubos (numerados del 1 al 8) en el
otro lado para la titulacidn del complemento. Afiddanse 2 tubos mis a la
gradilla, uno para la solueidn de hemolisina al 1:1.000 y el otro para la
dilucidn del complemento al 1:30,
3. Preparese una dilucién de hemolising al 1:1.000 colocando 4,5 ml. de
solueion salina en un tubo de ensayo v afiadiendo 0,5 ml, de solucidn madre
de hemolisina al 1:100. Mézclese bien.
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4. Coldquese 0,5 ml. de solucidn de hemolisina al 1:1.000 en los 5 primeros
tubos de la titulacidn de la hemolisina.

5. Afddansc las siguientes cantidades de solucidn saling a los tubos de i-
tulacién de hemolisina.:

Tubo Nim.
1 I I T R O i § ‘ 7 ‘ 8 | 9 ! 10
Bolueidn salina. ..,| Ninguna | 0,5 1,0 1,5 |20(0,510,5]|0,5/[0,5]|0,5
ml. |l [ ml [ ml | md. | ml | ml | mi. | .
6. Procédasc en la siguiente forma:
Tubo Nim. \ Procedimiento ?élﬁggglg?:;
L......... Ninguno 1:1.000
2. Mézelese. Deséchese 0,6 ml, 1:2.000
3.0 Mézelese. Pdscese 0,5 ml. sl tubo 6. Deséehese 0,5 ml. 1:3.000
4. ... .....| Mézelese. Pdsesc 0,5 ml. al tubo 7. Deséehese 1,0 ml. 1:4.000
i S Mézelese. "dsese 0,5 ml. al tubo 8. Deséchese 1,56 ml. 1:5.000
6.... ... Mézelese. Pdsese 0,5 ml. al tubo 9. 1:6.000
. Meézclese. Pdsese 0,6 ml, al tubo 10, 1:5,000
B Mézclese. Deséchese 0,5 ml. 1:10.000
9..........| Mézclese. Deséchese 0,5 ml, 1:12.000
0., Mézelese. Deséchese 0,5 ml. 1:16.000

7. Prepérese una dilucidn del complemento al 1:30 afiadiendo 0,2 ml. de
suero de cobayo a 5,8 ml. de solucidn salina. Mézclese bien.

8. Coldquese 0,3 ml. del complemento al 1:30 en cada uno de los 10 tubos
de la titulacidn de hemolisina.

9, Afiddanse las siguientes cantidades del complemento al 1:30 a los tubos
de titulacion del complemento.

Tuba Nim.
1 2 3 4 5 6 7 8
Complemenio al
1300 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5 0,0
mi. | mi. ml. ml. mi. mi. mi.

10. Agréguesc 0,5 ml, de diluecién de antigeno a cada uno de los primeros
7 tuhos de la titulacidn del complemento.

11, Anadase 1,7 ml. de solucidn salina & cada uno de los 10 tubos de Ja titu-
lacidn de hemolisina,
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12. Agréguense las sigulentes cantidades de solucidn salina a los tubos de
titulacion del complemento,

Tubo Ndm.
T | 2 3 4 5 6 H 3
Solucidn salina . .. ... 1,3 1,3 1,2 1,2 1,1 1,1 1,0 2,6
ml,

ml. ml, ml. ml. ml. ml. ml.

13. Afiddase 0,5 ml. de suspensitn de gldbulos rojos de carnero al 2% a cada
tubo de titulacién de hemolisina.,

14. Agitese cada tubo de titulacién de hemolisina para asegurar una distri-
bueién uniforme de los gldbulos y coldguese la gradilla que contiene las
dos titulaciones en el bafio de Maria a 37°C. durante 1 hora.

En este momento la titulacidn del complemento y la titulacidon completa
de Ia hemolising estdn en la forma que puede verse en los cuadros 1 y 2.

Cuadro 1. Titulacién dcl complemento {(primer periodo)

Tubo Nam. Complemento al 1:30 Tilucidn de antigeno Solucidn salina

() {ml.) (i)
Lo 0,2 0,5 1,3
b2 0,25 0,5 1,3
;S 0,3 0,5 1,2
4. 0,35 0,5 1,2
5 0,4 0,5 1,1
6. . 0,45 0,5 1,1
i (R 0,5 0.5 1,0
8. 0 2,5

Cuadro 2. Titulacién dé la hemolisina (completa)

Tubo Ngm. Diacion oe hemo=  |Complementaal 1136 Solucin saliva,  [JsTensién de gléhu-

(ml.) (ml.} (mnl.)
Lo 1:1.000 0,3 1,7 0,5
2] 1:2.000 0,3 1,7 0,5
B 1:3.000 0,3 1,7 0,5
4o 1:4.000 0,3 1,7 0,5
Bt 1:5.000 0,3 1,7 0,5
B 1:6.000 0,3 1,7 0,5
T 1:8.000 0,3 1,7 0,5
8 ..co..] 1:10.000 0,3 1,7 0,5
R 1:12.000 0,3 1,7 0,5
W 1:16.000 0,3 1,7 0,5

15. Siquese lo gradilla del bafio de Maria y léase la titulacion de la hemo-
lisina.
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La unidad de hemolising es la mayor dilucidn que da wna hemdlisis brillante
completa.

Ia hemolising para la titulacién del complemento y la reaccién propiamente
dicha se diluye de modo que 2 unidades estén contenidas en 0,5 ml.

16. Prepirese una cantidad de hemolisina diluida, contenicndo 2 unidades
por 0,5 ml., suficiente para la titulacion del complemento de acuerdo con la
siguiente deseripeidn en el cuadro 3.

Cuadro 3
Para preparar dilucitn con 2 unidades de
. hemelisina, mézclese
Dilucién conleniendo 1 unidad Dilucién conteniendo 2
por 0,5 ml. unidades por 0,5 ml. - -
henﬁg%};::iff 1‘1:?0{) Solucitn salina
(ml.) (mi.}
1:4.000. ... ... ... 1:2.000 0,3 5,7
1:5.000. .................. 1:2.500 0,2 4,8
1:6,000. ... .. 1:3.000 0,2 5.8
1:8.000. .................. 1:4,000 0,15 5,85
1:10.000. . ................ 1:5.000 0,1 4,9
1:12.000. ................. 1:6.000 0,1 5,0
1:16.000. ................. 1:8.000 0,1 7,9

17. Anddase 0,5 ml. de hemolisina diluida {conterniendo 2 unidades de
hemuolisina) a cada uno de los primeroes 7 tuboes de la titulacién del comple-
mento.

18. Agréguese 0,5 ml. de suspensidn de glébulos rojos de camero al 2% a
cada uno de los 8 tubos de la titulacidn del complemento. La adicidén de
hemolisina y de giébulos a la titulacidn del complemento deberd ser com-
pletada sin retraso, de preferencia denire de los 5 minutos posteriores al
momento en que la gradilla sea sacada del haiio de Maria.

19. Agitese cada tubo de la titulacién del complemento para asegurar una
distribucién uniforme de los glébulos v llévesclos de nuevo al bafio de
Maria a 37°C. durante 30 minutfos. La titulacién completa del comple-
mento puede verse en el cuadro 4.

Cuadro 4. Titulacidén del complemento (completa)

Tubo Niim, Cor:.lﬁns'lgntu Dg:&i‘g:ngel Solucién salina Hemolisina lsu";sﬁzngi‘:l&i ffl"’g};/;
o (mi.) (ml} (ml.} miy | (i)
1., 0,20 0,5 1,3 - g 0,5 0,5 & g
2., 0,25 0,5 1,3 | &< 0,5 0,5 =
3.......... D30 0,5 1,2 | 875 0,5 0,6 | %
4o 0,35 0,5 L2 | =g 0,5 0,5 |=%
5. 0,40 0,5 1,1 | SE 0,5 0.5 |SE
6. . ... 0,45 0,5 L1 | g% 0,5 0,5 | g%
1o 0,50 a,5 1,0 | 20 0,5 0,6 | EQ
8..........| Ninguno Ninguna 2,5 = | Ninguna 0,8 bors
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20. Retirese la gradilla del bafio de Maria y léase la titulacién del cotnple-
mento.

La menor contidad de complemenio que da una hemolisis brillante completa es
lo wnidad exocta. Lo unidad completa es 0,05 ml. mayor que lo wnidad exacta,

Para las reacciones de fijacion del complemento, éste se diluye de modo que
1,0 ml, contenga 2 unidades completas.

Ejemplo: .
Unidad exaeta. ....................... e e 0,3
Unidad completa. ... ... . 0,35
Dosis {dos unidades eompletas)..... ... ... ... ... ... .. ..., 0,7

La dilucidn del complemento ¢que debe ser empleada en la reaccidn propia-

. o - 30
mente dicha puede ser caleulada dividiendo 30X la dosis. Ejemplo: — =

0,7
43 4 una dilucidn al 1:43 de suero de cobayo.
El cuadro 5 da ejemplos adicionales:
Cuadro 5
Preparacion
Unidad exacty | Unidad completa Dﬁg,:,lgffﬁies ggz’:ﬁ;&:ﬁ -
Sucto- Solucién
complemento salina
T (mL) (L) (mi.) (mi.)
0,3 0,35 0,7 1:43 1 + 42
0,35 0,4 0,8 1:37 1 + 36
0,4 0,45 0,9 1:33 1 + 32
0,45 0, 50 1,0 1:30 1 + 20

Qcasgionalmente se¢ encuentran sueros-complementos hiperactivos que dan
titulaciones de 2 unidades completag por mililitro en diluciones mayores
que 1:43. Estoz complementos deberan ser diluidos al 1:43 para lograr
reacciones satisfactorias,

Nota: Los tubos de las titulaciones del complemento o de la hemolising que
muestran hemélisis complete pueden ser retirados y colocados en el refrigerador
para usarlos posteriormente como soluciones de hemoglobing en las lecturas
estdndar (véanse pags. 68-09).

Reacciones Cualitativas de Kolmer con Suero y
Liquido Céfalorraguideo

1. Preparense tubos de ensayo en gradillag de alambre de modo que haya
dos tubos para cada suero y liquido céfalorraquidec que se va a analizar.
Se incluirdn sueros controles de reactividad escalonada. Numérese la pri-
mezera hilera de tubos de modo que correspondan a log suecros y liguidos
céfalorraquideos en andlisis. Se destinardn cuatro tubos de ensayo adiclo-
nales para control de los reactivos especificados.
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2. Depositese 0,5 ml. de solucidn salina en cada tubo de la segunds hilera.

3. Aiddanse las giguientes cantidades de solucidn salina a los cuatro tubos
de control:

ml.
sontrol de antigeno (para reacciones con suero) .. . .................. 0,2
Control de antigeno (para reacciones eon liquido céfalorraquideo). .. . .. 0,5
Control del sistema hemolitico. ... ............ e R, 1,0
Control delos glébulos. .. ... ... ... 2,5

4, Coléquese 0,2 ml. de cada suero en estudio en los tubos 1y 2,

5. Coléquese 0,5 ml. de cada liquido céfalorraquideo en estudio en los tubos
1y2

6. Coléquese 0,2 ml. de cada suero de control utilizado en los tubos 1y 2.

7. Afiddase 0,5 ml. de la dilucidn de antigeno al primer tubo de cada reac-
cidn, yva sea suero, suero de control o lquido céfalorraquideo v a los dos
tubos controles de antigeno.

8. Déjense las gradillas en reposo durante 10 a 30 minutos a la tempera-
tura ambiente.

9. Preparese la diducién del complemento durante este intervalo. La canti-
dad necesaria es equivalente a 1,0 ml, para eada tubo de la reaccién, mas
un ligero exceso.

Nota: El volumen de suero-complemento que debe ser diluido es delerminado
por la cantidad de complemento ditutde necesario para el andlisis propiamente
diche. Dividiendo el nidmero de medilitras de complemento diluide que se ne-
cesila por el factor de dilucién de la titulacidn (2 unidedes complelas) se
obtiene el numero de mililitros de sucro-complemento necesario. Los cdiculos
pueden ser hechos de acuerdo con el cuadro siguiente:

Cuadro 6
Titulacidn del complemento|  Complemento diluido Sucro-complemento Solucion salina fria
(2 unidades completus) necesario regquerido requerida,
o () (i) (k)
43, ..o 43 1 42
1:43 . ... 215 5 210
1:37. 37 1 36
13300 ..o 210 7 203

10. Afddase 1 ml. de complemento diluido (conteniendo 2 unidades
completas) a todos los tubos de las reaccioncs con suero, suero de control y
liquido eéfalorraquideo, incluyendo el tubo de control del antigeno v el de
control del sistema hemolitico.

I1. Mézclese el conienido de los tubos agitando bien las gradillas y colé-
queselas en ol refrigerador a temperaturas de 6° a 8°C. durante 15 a 18
horas.
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12. Prepirese el volurnen de hemolising diluida necesaria para la reaceién
propiamente dicha, caleulando 0,5 ml. (conteniendo 2 unidades) por cada
tubo, Prepirese un ligero exceso. Puede usarse la férmula siguiente para
calcular las cantidades de solucién de hemolising al 1:100 y diluyente re-
queridos pars preparar el volumen necesario de hemolisina diluida.

100 Volumen de hemolisina _ ml. requeridos de hemo-
Factor de dilucién de la diluida necesaria (ml.) lisina al 1:100
titulaecién de hemolisina
(2 unidades)

En el cuadro 7 se presentan nuevos ejemplos:

Cuadro 7

Titulo de la hemelising, 2| Dilucién de hemolisina Hemolisina al (:100 Solucitn salina
unidades en 0,5 ml. necesaria requerida renquerida
{ml) {mi.) {mil.)
L:3.000. ........... 30 1 20
1:4.000. ........... 120 3 117
1:2.8500. . .......... 25 1 24
L:2.6500. ........... 250 10 240

13. Retirese cada gradilla de tubos dcl refrigerador a intervalos regulares
y cologuese inmediatamente en el bano de Marfa a 37°C. durante 10 minu-
tos. El intervalo se determinard por el periodo de tiempo necesario para
agregar la hemolisina y la suspension de glébulos de carncro a cada gra-
dilla.

14. Retirese cada gradilla del bafo de Maria y afiddase a todos los tubos
0,6 ml. de hemolisina diluida, excepto al tubo de control de los gldbulos.

15. Afiadase 0,5 ml. de suspension de globulos de carnero al 2% (preparada
el dia anterior) a todos los tubos. La suspensién de glébulos al 2% debers,
ser agitada ocasionalmente para asegurar la dispersion uniforme de los
corpiseulos durante el periodo en que este reactivo es afiadido a las reac-
ciones de fijacién del complemento.

16. Mézclese bien el contenido de los tubos agitando cada gradilla antes
de volverla al bafio de Marfa a 37°C. para la segunda incubacién. Exa-
minense los controles a intervalos de 5 minutos. El tiempe necesario de la
segunda inenbacion se determinard por el lapso requerido para reproducir
¢l patrén de reactividad predeterminado de los sueros de control. Bin em-
barge, en todos los casos €l tiempo de lectura debe ser, por lo menos, 10
minutos mis del que se necesita para hemaolizar los controles de antigeno
y sisterna hemolitico, pero no debe exceder, en totul, de 60 minutos de
incubacién. Cuando no se cuenta con sueros de control, se terminard el
periodo secundario de incubacidn 10 minutos después de la hemdlisis del
control del sistema hemolitico y del control del antigeno. Fn ningin caso
este periodo excederi de una hora.
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17. Retirese cada gradilla de tubos del bafio de Maria al final del segundo
petiodo de ineubacién. Andtese la hemdlisis observada en la forma descrita
en “Preparacién de los Estdndares de Lectura” (pig. 68) y “Lectura e In-
forme de los Resultados de la Reaccidn’ (pag. 69-70), excepto en aquellos
casos en que se note inhibicidn de la hemdlisis en ¢l tubo de control.

Todos los sueros v liquidos eéfalorraquideos que muestren inhibicidn de la
hemdlisis en el tubo de control deberin.ser llevados nucvamente al baiio de
Maria a 37°C. durante un perfodo suficiente para completar una hora de
incubacidn secundaria. Al final de este periodo, estas rcaceiones serdn re-
tiradas del bafio de Maria y anotadas las lecturas de los tubos (incluyendo
los tubos de control}.

Esquema de Ias Reaeciones Cualitativas de Kolmer con
Sucro y Liquide Céfalerraquideo

D e o
. Solucién ; Nos unidades completas| ., 0% ¢ globulag
Tubo Nim. o Antigeno D unidades de | de carnero
sulina de complemento hemolisina al 2 por
clcnto
Suera (wi}y|  (ul) (mL.) iml.) ) | E
1....... 0,2 Ninguna{ 0,5 1,0 0,6 0,5
2. ... 0,2 0,5 Ninguno 2 1,0 8’ gg\g ¢,5 (0,5 5
Liguide L 5 £S53 g
céfala};;uqu{- 5 g, = 2= g IS
(mi) 2 22y —E
: = Haz o ac
1....... 0,5 Ninguna, 0,5 = T 1,0 scwEg 0,5 0, 5=
H . = ; S~ 5o @ ’ = a8
2. 0,5 0,5 Ninguno E'E 1,0 w3 33-2 0,5 (0,53 %
Controles s i PR 50,3
, w SEUO 5.
Antigeno (sucra) 0,2 0,5 |3 S 1,0 - ;‘goﬁ_ 0,5 0,5 E%JE_)
Aniigeno (li- 0,5 0,5 -_gfa'; 1,0 EE ‘».“; 0,5 0,885k
quide  céfalo- - EE o Sy & o2 a
rraquideo) § EE é@ . i w =
Sistema hemoli- 1,0 |Ningunoai& 1,0 |w225| 05 0,8 T2 8
tico <3 <5 E8 <G =
Corpisculos 2,5 Ninguno Ninguno Ningunald, 5

Reacciones Cuantitativas de Kolmer con Suero y
Liguido Céfalorraquideo

1. Coldquense tubos de énsayo en gradillas de alambre, destinando 8 para
cada suero y 6 para cads liquido céfalorraquideo que deba ser analizado.
Incliyanse controles de los reactivos y controles de sueros de reactividad es-
calonada.

2, Para cada suero, depositense (0,9 ml. de solucidn szlina en el tubo 1 ¥
0,5 ml. de solucidn salina en los tubos 2, 3, 4, 5, 6, 7, v 8.

3. Coloquese 0,5 ml. de solueidn salina en los tubos 2, 3, 4, 5, v 6 de cada
reaccion con liquido eéfalorraquideo.

4., Depositense las cantidades indicadas de solucidn saling en cada uno de
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los siguicntes tubos de control de reactivos:

Selucidn sulina

Control de untigeno. . ... .. oo 0,5 ml.
Control hemolitico. ... ... ... ... ... . . 1,0 ml.
Control de gldbulos. ... 2,5 ml

5. Para cada suero procédase en la forma siguiente:

Lubo Pracedimicnto Dilucién de suero

1.......| Afiddase 0,6 ml, de suerc inactivado. Mézclese v No diluido
pésese 0,5 ml. al tubo 8 {control) ¥ al tubo 2, '

2., Mézcless. Pdsese 0,6 ml, al tubo 3 1:2
S Miézclese. Tdsese 0,5 ml. al tubo 4 1:4
4. ... .. Meézclese. Pdscse 0,6 ml. al bubo § 1:8
5....... Mézclese. Pasese 0,5 ml. al tubo 6 1:16
6....... Mézclese, Pdsese 0,56 ml. al tubo 7 1:32
Too.. Mézclese. Deséchese 0,5 ml. 1:64
- S No diluido (control)

6. Para cada liquido céfalorraquideo proeédase en la forma siguiente:

. . Dilucidn de lquido
Procedimiento
Ntim.

céfalorraguideo
1....... Afddase 0,5 ml. de Yiquido céfalorragquiden No diluido
2.......| Anadase 0,5 m]. de Hquido céfalorraguideo. Méz- 1:2

clese. Pdsese 0,5 ml, al tubo 3

3. Mézclese. Pdsese 0,5 ml. al tubo 4 1:4
4. .. ... Mézelese. Pdsese 0,5 ml. al tuho 5 1:8
5.......| Mézelese. Deséchese 0,5 ml. 1:16
6....... Atniddase 0,5 ml. de lguido céfalorraguideo No diluido (control)

7. Afiddase 0,5 ml. de antigeno diluido a los primeros siete tubos de cada
reaceion de suero, a los primeros cinco tubos de cada reaccién de liquido
céfalorraquideo y al tubo de control del antigeno. Agitense las gradillas
para mezclar bien,

8. Déjense las gradillas en reposo a temperatura ambiente durante 10 a 30
minutos.

9. Terminense los andlisis en la forma indicada en los parrafos 9 al 17 de Ia
técnica para la prictica de las “Reacciones Cualitativas de Kolmer con
Suero y Liquide Céfalorraquiden’ (pags. 63—66). Tanto las reacciones cualita-
tivas como las cuantitativas pueden ser hechas con la mitad del volumen,
Las cantidades de complemento, antigeno y otros reactivos necesarios son,
en esta forma, reducidos a la mitad. Sin embargo, se sacrifica cierta exac-
titud en la operacién por el use de cstas cantidades reducldas, ya que se
aumentan log efectos relativos de los errores de mediecidn, La hemolisina v
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el complemento son titulados en volumen completo en la forma deserita
para la reaccion regular. La prictica de las reacciones con mitad del volu-
men es idéntica a log métodos regulares, excepto que se usa lo mitad de los
volimenes de suero, liquido céfalorraquideo y reactivos.

Esquema de las Reacciones Cuantilativas de Kolmer
con Suero y Liquido Céfalorraquideo

Tubo B Dos unidades Dos unida- | Suspensién de
Nam, Antigeno completas des de hemo-|  globuios de
de complemento lisina carnero al 295
Suero {en 0,5 ml.) (.} (.} (mi.} {md.)
1...] 0,2 (no diluido) 0,5 1,0 e 0,5 0,5
2...l 01 a2 0,5 2 1,0 w2 0,5 |05
3.1 005 (1:4) 0,5 |8 1,0 | g 0,5 [0,5| 4
4...| 0,025 (1:8) 0,8 g 1,0 - 0,5 |05 2
5...] 0,012 (1:16) 0,5 = 1,0 | =% 0,5 |0,5]| 8
6. .| D006 (1:32) 0,5 | & 1,0 | 8% 6,5 |05 =
7...1 0,003 (1:64) 0,5 | & L0 (22 05 |05] 3
8...] 0,2 (no diluido, [ Ninguno 28 1,0 g% 0,5 05| =
control) E 5 ‘£ 8 2
Liguido céfalorraquiden Z k= = = “@
(er 0,5 mi. = E 5 = %
1...] 0,5 (no diluida) 0,5 | =8| L0 g 0,5 |05 3
21025 (1:2) 05 | &= L0 | 3e 0,5 |0,5| =3
... 0,125 (1:4) 0,5 39 1,0 | &3 05 |05 3
4...] 0,062 (1:8) 0,5 ﬁ.% 1,0 dgn 0,5 0,5 |
5...| 0,031 (1:16) 0,5 |=2| 1,0 =4 0,6 |05 =
6...1 0,5 (no diluido, | Ninguno| Z.2 Lo | 30 0,5 |0,5] %
control) & = S5
Contrales de los reactivos = - 2: = %5
Antigeno, 0,5 ml. de so- | 0,5 g 10 | B¢ | 05 |05 Ea
lucién salina "; '2 = .E ’g g
Hemolitico, 1,0 ml. de | Ninguno| % 1,0 % gi,ﬁ 0,5 0,3 2=
solueidn salina :En fn gj ?nf,
Glébulos 2,6 ml, de solu- | Ninguno| <= Ninguno| 2T | Ninguna| 0,5 | <&
citn salins

Preparacién de los Estandares de Lectura

1. Caliéntense los tubos de solucidn de hemoglobina (guardada de la titu-
lacidén o bien obtenida de los tubos de control de las pruebas del dia) en el
bafio de Maris g 56°C. durante 5 minutos.

2. Prepdrese una dilueidn al 1:6 de suspensién de glébulos al 2%, aiia-
diendo 5 ml. de solucidn salina a 1 ml. de suspensién al 2 %.

3. Prepérense los estdndares de lectura mezclundo la solucién de hemo-
globina y la suspensidn de glébulos en las proporciones dadasen el cuadro 8.

4, Cuando se ¢jecuta la reaceion con la mitad del volumen, los estindares
de lectura se preparan también con la mitad del volumen de suspensidn de
eélulas y de solucidén de hemoglobina.
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Cuadro 8

Fijacitn del complemento equivalenie
Suspensién de globulos al 1:6 Soluvién de hemoglobing
FPorcentaje Registro

(ml) {ml.}
3,0 0,0 100 4
1,5 1,5 50 3+
0,75 2,25 25 2+
0,3 2,7 10 1+
0,15 2,85 5 +

3,0 0 -

Lectura e Informe de los Resultados de 1as Reacciones

1. Todos los controles de suero y de lquido céfalorraquideo deberdn mos-
trar hemdlisis completa.

2. Higanse las lecturas individuales de los tubos por comparacién con los
estandares de lectura al final del periodo de incubacidn secundaria v and-
tese ol grado observado de fijacidn del complemento, exeepto para aquelias
muestras que presenten inhibicion de la hemolisis en el tubo de control.

3. Lo= tubos que se hayan llevado de nuevo al bafio de Maria a 37°C. para
integrar 1 hora de incubacién sccundaria deben leerse, estimando y ano-
tando el grado de fijacion del complemento de cada tubo v del tubo de
control, por comparacion con los estandares de leetura.

4. Inférmense® los resultados de las reacciones cualitativas de acuerdo con
el cuadro 9.

Cuadro 9. Informe de la reaccién cualitativa de Kolmer

Lecturn Lecturn Lectura | Lectura .
del tubo de| del tubo Tnforme del tuba | del tube Informe

anilisis  |de contrel de andlisis |de control
44 — Reactivo 34 3+ Anticomplementario
3+ — Reactivo 3+ 24 Anticomplementario
24 — Reactivo 3+ 14- Débilmente Reactivo
14 —_ Reaciivo 3+ =+ Reactivo
+ — Débilmente Reactivo 24 24- No Reaclivo
- — No Reactivo 2+ 14 No Reaclivo
44- 44 Anticomplementario 24+ + Débilmente Reactive
4+ 3+ Anticomplementario 1+ 14 No Reactivo
44 24 Débilmente Reactivo 4 + No Reactivo
4+ 14 Reactivo

5. Las reacciones cuantitativas se informan en términos de la mas alta di-

8 Véange lag recomendaciones para “Informe de los Resultados de lag Reacciones
Seroldgicas”’, Informaciones Generales (pdg. 3).
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lucién que da un resultado reactive (14, 24, 3+ ¢ 4+) como se muestra
en el cuadro 10.

Cuadro 10
Sueros o Liguide Céialorraquideo
Diluciones Informe
Sin diluir [— -
1:2 | 1:4 | 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1364
4 3 i — | — | — | — | Reactivo, dilucidn al 1:4, § 4 dils.
4 — | — 1 — | — | — | — | Reactivo, (4-+), sin diluir, 6 1 dil.
4 4 3 2 | — 1 — | — | Reactivo, dilucidn al 1:8, ¢ 8 dils.
4 4 4 4 4 1 -— | Reactivo, dilueidn al 1:32 6 32 dils.
3 1 — | — | — | — | — | Reactivo, dilucidn al 1:2, ¢ 2 dils.
1 — | — | — | — | — | — | Reactivo, (14), gin diluir, é 1 dil.
2 1 += | — | — | — | — | Reactivo, dilucién al 1:2, 6 2 dils.
+ — | — | —{ — | — | — | Débilmente Reactivo.
— — | — | — | — | — | — | No Reactivo.
4 4 4 4 4 4 4 | Véase Nota.

Nota: Si se obtiene resultado Feactivo con la mds alta dilucion de lo reaccion
cuantitativa ordinaria (1:64), se pueden preparar y analizar difuciones mds
altus.

6. Cuando sea necesaria una hors completa de incubacidn a 37°C., infér-
menge los resultados de los andlisis cuantitativos de acuerdo con el cua-
dro L1. '

Cuadro 11. Informe de la reaccion cuantitativa

(Después de una hora de tneubacidon secundaria a 37°C.)

Lectura del tube de unélisis LE%:‘:;S;!O%“"O Informet
444442- 4+ Anticomplementario
443 -—-—-— 24 Reactivo
441 ---- 1+ Reactivo
441 ---- 4 Reactivo
99— - + Reacetivo
441---- 3+ Diébilmente Reactivo
32— - - - 1+ Débilmente Reactivo
[ [ = Débilmente Reactivo
B - + Reactivo
1] o e — = — 4+ No Reactivo
L === 1+ No Reactive
[ . 1+ No Reactivo
P e — - — = 2+ No Reactivo

1 Las designaciones cuantitativas del punto final de dilucién o dils. han sido omi-
tidas.
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Segundo Analisis de los Sueros Anticomplementarios

(Método de Sachs Modificado)

1. Caliéntese 0,5 mi. de suero en baiio de Maria a 56°C. durante 15 minutos.
51 el suero ha sido previamente inactivado, vuélvase a calentar durante 5
minutos.

2. Anidanseal snero4,l ml. de dcidoclorhidricoexactamente titulado N /300
e inviértase varias veces. Déjese reposar durante 30 minutos a tempera-
tura ambiente.

3. Centrifdguese durante 10 minutos. Scpdrese el liquido sobrenadante,
desechando el sedimento.

4, Anddase 0,4 ml. de solucién de eloruro de sodio al 10% al liquido sobre-
nadante. No es necesario neutralizar.

5. Prepirense dos hileras de 5 tubos de ensayo cada una y numérense del 1
al 5. La segunda hilera debe contener los controles del sucro.

6. Coloquese 0,5 ml. de solucién salina en los tubos 3, 4 ¥ 5 do ambas
hileras.

7. En ambas hileras:
a. Anddase 1,0 ml. del suero tratado al tubo 1.
b. Afidase 0,5 ml. del suero tratado a los tubos 2 v 3.

c. Mézclese el contenido del tubo 3 y pésese 0,5 ml. al tubo 4.
d. Mézclese el contenido del tubo 4 y pisese 0,5 ml. al tubo 5.
e. Mézclese el contenido del tubo 5 y deséchese 0,5 ml.

Los cinco tubos de cada hilera contienen 0,1, 0,05, 0,025, (0,012 y 0,006 de
sucro, respectivamente.

8. Afadase 0,5 ml. de dilucién de antigeno a cada tubo de ta primera hilera.
9. Agréguese 0,5 ml. de solucion salina a cada tubo de la segunda hilera.

10. Agitese la gradilla con los tubos y déjese reposar a la temperatura am-
hiente durante 10 a 30 minutos,

11. Anddase 1,0 ml. de complemento diluido a todos los tubos de ambas
hileras.

12. Agitese la gradilla y coldquese en el refrigerador durante 15 a 18 horas
a temperaturas de 6°-8°C. :

13. Complétese la reaccidn en la forma deserita en “Reacciones Cualitati-
vas de Kolmer con Suero y Ligquido Céfalorraquideo” (pigs. 63-66).

14. Anétese el grado de hemdlisis tanto en los tubos de andlisis como en
los de control.
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15. Todos log tubos de la hilera posterior pueden mostrar hemdlisis com-
pleta. 8in embargo, el primero y segundo tubos de la hilera posterior pueden
mostrar una ligera inhibicidn de la hemdlisis.

Con sueros No Reactivos los tubos respectivos de la primera hilera
mucstran ¢l mismo grado de inhibicidn de la hemdlisis, y si el grado es ligero
puede darse un informe No Reactivo. Con los sueros Reactivos la inhibicion
de la hemdlisis es mucho mis notable en los tubos de la primera hilera,
Inférmense los resultados como Reactivos, Débilmente Reactivos, o No
Reactivos,

Segunda Reacciéon con Liquidos Céfalorraquideos
Anticomplementarios
1. Caliéntese el liquido céfalorraquideo a 56°C. durante 15 minutos.

2, Prepdrense dos hileras de cinco tubos de ensayo cada una y numérense
del 1 al 5.

3. Coléquese 0,6 ml. de solucidn salina en los tubos 2, 3, 4 v 5 de ambas
hileras.

4. En ambas hileras:
a. Afiddase 0,5 ml. de liquido céfalorraquideo a los tubos 1 y 2.
b. Mézclese el contenido del tubo 2 y pdsese 0,5 ml. al tubo 3.
e¢. Maézclese el contenido del tubo 3 y pdsese 0,5 ml. al tubo 4.
d. Mézelese ¢l contenido del tubo 4 y piasese 0.5 ml. al tubo 5.
¢. Mézclese el contenido del tubo 5§ y deséchese 0,5 ml.
5. Aniddase 0,5 ml. de la dilucién del antigeno a cuda tubo de la primera
hilera,
6. Agréguese 0,5 ml. de solucidn salina a cada tubo de la segunda hilera.

7. Agitese la gradilla con los tubaes, para mezclar, ¥ déjese reposar a la
temperatura ambiente durante 10 a 30 minutos.

8. Anddase 1,0 ml. de complemento dilnido a todos los tubos de ambas
hileras, agitese la gradilla, para mezclar, y coldquesc después cn el refrige-

rador durante 15 a 18 horas a temperaturas de 6°-8°C., completando la.

reaccidn en la forma deserita en “TReacciones Cualitativas de Kolmer con
Suero y Liquido Céfalorraquiden™ (pigs. 63-66).

9. Interprétense los resultados de acucrdo con los siguientes ejemplos:

Primera hilera: 4 £ 4 1 — Tieantive
Segunda hilera: 4 1 - - - aaetive

Primera hilera: 4 3 2 - - Reactivo
Segunda hilera: 4 1 — - - 7 S

Primera hilers: 41 - - - Reactive
Segunda hilera:1 - - - — ‘
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Primera hilera: 4 4 2 ~ — No Reactivo
Segunda hilera: 4 2 1 - ~

Primera hilera: 3 2 — ~ - . .
Segunda hilera: 3 1 - - —} No Reactivo

Referencias Bibliogrificas

(1) Koumez, §. A,; Lynon, B, R.; Cardiolipin antigens in the Xolmer complement
fixation tesé for syphilis. J, Ven. Dis, Inform,, 20: 166-172, junic 1948.

(#) KoLMmER, J. A.: Comunicaciones personales.
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- Reacciones de Mazzini

N

Anles de ejecutar esta reaccidn, el téonico debe estar famliarizado con el
contenido de los captiulos Informaciones Generales y Equipo General.

Equipo

1. Maquina rotatoria, adaptable de 100 a 180 r.p.m., que eircunsecriba un
circulo de 34 de pulgada de didmetro en un plano horizontal.

2. Soporte para laminas, Hecho de algdn material conveniente para aco-
modar de una a cuatro ldminas de 2 x 3 pulgadas.

3. Agujas hipodérmicas de calibre 13 y 21 con biseles recortados.

Cristaleria

1. -E4minas de vidrio' de 2 x 3 pulgadas, con 10 concavidades de 16 mm.
de didmetro por 3 mm. de profundidad, para analisis de suerocs.

2. Laminas de vidrio' de 2 x 3 pulgadas, con tres concavidades, una de
38 mm. de didmetro y dos de 20 mm, de didmetro, para andlisis de Jiqui-
dos céfalorraquideos.

3. Frascos con tapon de vidrio o tapa de rosca, redondos, de 30 ml. de
capacidad.

4, Jeringa, tipo Luer, de 1 a 2 ml. de capacidad, o un “tubo de observa-
eidn” N 420 LST.!

Reactivos

1. Antigeno

El antigeno (1) para esta reaccidn es una solucidn aleohdlica que con-

tiene 0,025 por ciento de cardiolipina, aproximadamente 0,2 por ciento

\ de lecitina, y 0,75 a 0,9 por ciento de colesterol, que ha sido estandari-

b zada serolégicamente mediante comparacion con un antigeno de
i reactividad conocida.

2. Solucidn salina fope al 1 por ciento, de pH 6,3 a 6,4:

a. Prepdrese la solucidn de acuerdo con la siguiente formula:

gramas

> Cloruro de sodio (C .Y .. o e 8,1
Fosfato monopotdsico (KMLPO). ..o oo 0,2

Fosfato disddico (NuHOP, + 12 H0) ... ................ e 1,7

il

Agua destilada. .. ... 1.000,0

Acido clorhidrico normal .. ... ... e 3,2
Formaldchido (Merek). . .. . ... . ... 1,0

h. Filtrese la solucidn y verifiquese el pH.

1 Serological Reagents Co., Indianapolis, Ind.
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1y, REACCIONES DE MAZZINI CON SUERO

Preparacion de los Sueros

1. Sepdrense los sueros de los codgulos por centrifugacion y exirdiganse
con pipeta o por decantacion.

2. Caliéntense en el bafio de Maria durante 30 minutos a 56°C. Los sueros
deberdan ser recalentados durante 10 minutos si se va a repetir el examen
después de 4 horas del primer periodo de calentamiento.

3. Vuélvase a centrifugar cualquiera muestra a la cual se le hayan formado
particulas visibles durante el calentamiento.

Preparaciéon dc la Emulsién de Antigeno

1. Dcpositese 0,4 ml. de la solucidn salina tope en el fondo de un frasco
de 30 ml.

2. Clon una pipeta de 1 ml., graduada hasta la punta, midase 0,4 ml. de
antigeno colesterolizado (leyendo desde la parte inferior de la pipeta).

3. Sosténgase el {rasco con la mano izquierda e imprimasele un movimiento
rotatorio ripido a medida que se expulsa el antigeno, dircctamente y de
una vez, sobre la solucion salina desde la pipeta que se sostiene en la mano
derecha. _

4. Mézclese uspirando y soplando la suspension con la pipeta exactamente
seis veces, restituyendo a la mezcla final toda la emulsién que queda en la
pipeta.

5. AfAdanse 2,6 ml. de Ia solucién salina tope, ciérrese la botella y agitese
de abajo arriba y viceversa 50 veces en 15 segundos.

6. La emulsion, entonees, se encuentra lista para uso inmediato y continda
en condiciones de usarse durante todo el dia. Agitese suavemerite la emul-
sion de antigeno cada ver que se utilice.

Prueba Preliminar de la Emulsion de Antigeno

1. Compruébese el rendimiento de la jeringa o “tubo de observacién™, que
estardn provistos de una aguja de calibre 21. Sostenida en posicién vertical,
debe dar salida a 0,01 ml. de suspension de antigeno por cada gota.

2. Analicense los sueros de control de reactividad escalonada y la solueidn
salina tope, en la forma descrita en “Reaccién Cualitativa de Mazzinl con
Suero”. Los resultados obtenidos deben reproducir la escala de reactividad
previamente establecida para esos sueros, y mostrar completa dispersidn
de las particulas de antigeno en el suero No Reactivo y en la solucidn salina
tope.
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Reaccion Cualitativa de Mazgzini con Suero

1. Depositese 0,03 ml. de cada suero en una concavidad separada.
2. Agréguese una gota de emulsion de antigeno (0,01 ml) a cada suero.
3. Héganse girar las ldminas en la maquina rotatoria durante 4 minutos.

Nota: Cuando se emplea lo rotacidn mecdnica, la velocidad debe ser de 160 a
180 rotaciones por minuto. St lo rotacicn se hace o mano, circunscriba un
clreulo de 2 pulgadas 120 veces por minulo.

4. Léase cada reaccién microsedpicamente usando un objetive de poco
aumento (16 mm.) con un ocular 6 X. Andtense e inférmense todos los
sueros No Reactivos (sin grumos) v todos los sueros Reactivos (4+).

5. Agrégucse a todo andlisis que dé una reaccién de 14, 24, 34, & atipica,
una gota (apreximadamente 0,05 mi.) de solueidn saling al 0,9 %, por medio
de una jeringa, usando aguja de calibre 13, con bisel cortado.

6. Higase rotar Iz ldmina por un segundo periodo de 4 minutos en una
méquina rotaloria ajustada a 100 ¢ 120 r.p.m., 0 & mano.

7. Examinese al microscopio, anotando e informando los resultados en la
forma siguiente:

a. Reacciones tipicas

Drescripeion Lectura Inferme
Reacciones sl grumos o toscas...... ... — Na Heactivo
Grumoes muy peyuefios. .. ........... ... 1+ Diébilmente Reactivo
Pequefos gramos. . ... 2+ Débilmente Reactivo
Grumos de tamafio mediano. ..., .. .. 3+ Reactivo
Grumos grandes . ... ... L 44 LReactivo

b. Reacciones otipicas

Las reacciones atipicas se caracterizan por conglomerados de particu-
las, irregulares ¥ de varios tamafios, en los euales predominan grumos
pequefios y particulas de antigeno libres. Los sueros de reaccidn atipica
se deben ensayar de nueve en la forma descrita en “Reaceion Cuanti-
tativa de Mazzint con Suero.” ‘

Reaccion Cuantitativa de Mazzini con Suero
1. Prepdrense diluciones de sueroal 1:2, 1:4, 1:8 1:16,1:32, 1:64 y mayo-
res, sk fuera necesario, en la siguiente forma:

a. Dépositese 0,5 ml. de solucidn salina tope en cada uno de G (6 més)
tubos.

b. Afnddase (,5 ml. de suero calentado al pruner tubo y mézclese.
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c. Pésese 0,5 ml. de suero diluido del primero al segundo tubo y méz-
clese.
d. Contindese pasando y mezclando de un tubo al siguiente hasta que
se hayan heeho todas las diluciones, Déjese la pipeta con la que se
hizo Ia mezela en el 1iltimo tubo.
2. Coléguese 0,05 ml. de cada dilucién de suero en la cimara respectiva de
una ldmina de vidrio.
3. Afiddasc una gota de suspension de antigeno {suspensién de antigeno
usada para lu Reaccidn Cualitativa de Mazzini con Suero, pdg. 77) a
vada suero diluido que estd en la ldmina.
4. Hagase rotar la limina en la maquina rotaloria mecdnica durante 4
minutos a 180 r.p.m.
5. Léanse y andtense los resultados en la misma forma que pars las reac-
ciones cualitativas (pag. 77).

6. Inférmense los resultados de acuerdo con la mayor dilucidon de suero que
da un resultado Reactive (3+ 6 4.

Ejemplo:
Dilucison de suero Informe
1:2 ird 1:8 1:16 132 1:64
4 4 4 2 — —  Reactivo, dilucidn al 1:8, a 8 dils.
4 3 1 — — —  Reaelivo, dilucitn al 1:4, ¢ 4 dils.
4 4 4 4 1 —  Reactivo, dilueion al 1:16, 6 16 dils.

REACCIONES DE MAZZINI CON LIQUIDO
CEFALORRAQUIDEO

1. Anélicese el liquido céfalorraquideo tan pronto como sea posible despuds
de haberlo recogido. Las muesiras sanguinolentas o muy contaminadas no
son satisfactorias para el examen. Los liquidos céfalorraquideos se examina-
rin sin calentamiento previo.

2. Centrifiguese el liquido céfalorraquideo, recientemente extraido, a 2.000
r.p.m. durante 5 minutos.

3. Decdntese y traspasese el liquido sobrenadante a un tubo limpio.

Reaccion Cualitativa de Maszini con Liquido
Céfalorraquideo

1. Coléquense 0,05 ml. ¥ 0,2 ml. de liquido céfalorraquideo, respectivamente,
en cada una de las dos cdmaras de 20 mm., y 0,5 ml. de liquido céfalorra-
quideo en la cdmara de 38 mm. de la ldmina cspeeial, Deben incluirse
liquidos célulorraquideos conocidos Reactivos y No Reactivos como con-
troles para la serie de estas muestras.

2. Agréguese una gota (0,01 ml) de emulsidn de antigeno (la misma
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emulsién que se usa para la reaccidn con suero} a cada una de lag cimaras
que contienen el liquido céfalorraguideo.

3. Higanse girar Ias l[Aminas en uns migquina rotatoria a razén de 100 a
120 r.p.m., durante 10 minutos.

4. Inmedistamente después de la rotacién, agréguense dos gotas de solucidn
salina al 0,9 por ciento por medio de una jeringa, con aguja de calibre 13
con hisel cortado, u la cAmara que contiene 0,05 ml. de liquido céfalorra-
quideo,

5. Hégase rotar de nuevo ¢l soporte de la ldmina durante 20 minutos més a
razon de 80 a 100 r.p.m.

6. Léanse y andtense los resultados en la forma deserita para las reacciones
con suerc (pags. 77-78).

7. Inférmense los resultados de las reacciones mas luertes obtenidas, pres-
cindiendo de considerar con cu4l de las tres cantidades se obtuvieron.

Ejemplo:
Cantidad del liguido céfalorragaiden Informe
.05 mi, 0,2 wil, @,5 ml.
1+ 24 44 Reactivo
— 1+ 3+ Reactivo
44 24 24 Reactivo
24 44 3+ Reactivo
— 1+ 2+ Débilmente Reactivo
— — 14 Diébilmente Reactivao

Reaccion Cuaniitativa de Mazzini con Liquido
Céfalorraquideo

Las muestras de liquido céfalorraquideo que reaccionen fuertemente pueden

medirse atin més, de la siguiente manecra:

1. Prepérense diluciones en serie del liquido céfalorraquideo en solucién

salina tope desde 1:2 a 1:16 y mds altas si es necesario.

2. Depositese 0,5 ml. de cada dilucién en lus respectivas cdmaras de 38

mm. de lag laminas especiales de vidrio.

3. Agrégucse una gota (0,01 ml) de emulsién de antigeno (la misma

emulsién que se usa para la reaccién con suero) a cada una de las camaras

que contienen liquido céfalorraquideoc.

4. HAganse rotar las ldminas en una miquina rotatoria mecinica a razén

de 100 a 120 r.p.m., durante 10 minutos.

5. Maganse rotar de nuevo durante 20 minutos mds a razén de 80 a 100

r.p.m.

6. Léanse y andtense los resultados de cada dilucién de liquido céfalorraqui-

dco.

7. Inf6rmese en términos de la més alta dilucién que produce un resultado
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Reactivo, en la misma forma descrita para la reaccién cuantitativa con -
suero (pigs. 77-78).
Relerencias Bibliograficas

(1) Mazzivi, L. Y.: Mazzini cardiolipin microflocculation test [or syphilis. J. Tmmu-
nol., 66: 261-275, febrero 1951.

(2) Mazzing, L. Y.: Comunicaciones personales.
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Reacciones de Rein-Bossak

Antes de ejecutar esta reaccidn, el técnico debe estar familiorizade con ¢l
conlenido de los capitulos Informaciones Generales y Equipo General,

Equipo

1. Mé.quina rotatoria, adaptable a 180 r.p.m., que cireunseriba un
cireulo de 34 de pulgada de didmetro sobre un plano horizontal.

2. Dispositivo para preparar anillos de parafing de 14 mm. de didmetro
aproximadamente.

3. Soporte para ldminas, de material adecuado para acomodar tres o cua-
tro ldminas de 2 x 3 pulgadas.

4. Agujas hipodérmicas, biseladas, de calibre 25, que rindan aproxima-
damente 120 gotas por mililitro cuando la jeringa y la aguja sean sosterdas
verticalmente,

Cristaleria

1. Frascos de 30 ml. de capacidad (1 onza), redondos, con tapdn de vidrio
o de corcho reeubierto con papel de estafio,

2. Laminas de vidrio de 2 x 3 pulgadas, con 12 anillos de parafina de 14
mim, de didmetro aproximadamente. También pueden usarse lAminas de
vidrio ¢on anillog de cerdmica.

3. Tubos de centrifuga de 3 x 1 pulgada, de fondo redondo.

4. Jeringas de vidrio de 1 ¢ 2 ml. de capacidad.

Reactivos

1. Antigeno

Es uny sclucién de ecardiolipina-lecitina, que contiene 0,2 por ciento de
cardiolipina y aproximadamente 1,3 por ciento de lecitina purificada,
en aleohol absoluto, estandarizada previamente frente a un antigeno
similar de reactividad conocida. Debe guardarse en la obseuridad a
temperatura amhicente (23° 2 20° C.).

2. Solucién saling al 0,9 por ciento

Disuélvanse 9,0 gm. de cloruro de sodio purisime en 1.000 ml. de agua
destilada.

3. Agua destilada (pH 6,0 aproximadamente)
Hiérvase y enfriese a temperatura ambiente antes de usarla.

4. Solucitn de colesterol al 1%
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Disuélvase 1,0 g, de colesterol (Pfanstiehl, exento de cenizas) cn 100
ml. de aleohol absoluto.

Preparacion de los Sueros
1. Sepdrese ¢l suero del codgulo por medio de centrifugacidn y extraceion
eon pipcta o decantacion.

2, Caliéntese en bafio de Maria a 56°C. durante 30 minutos. Enfriese hasta
temperatura ambiente antes de usarse. Los sueros que se conservan hasta
el dia siguiente deberdn ser nuevamente calentados durante 10 minutos.

Preparacion de la Emulsion de Antigeno
1. Depositese 0,8 ml. de a;gua destilada (hervida y enfriada a temperatura,
ambiente)} en un frasco cilindrico de 30 ml.

2. Sosténgase el Irasco con el fondo hacia la mesa y al mismo tiempo que
ge le imprime un movimiento ripido de rotacion, viértase con una pipetsa
de 1,0 ml.,, directa y bruscamente sobre el agua destilada, 0,9 ml. de coles-
terol al 1%.

3. Contindese la rotacién durante 15 segundos,

4. Midage 0,1 ml. del antigeno ecardiolipina-lecitina con una pipcta de 0,1
ml. 6 0,2 ml.

5. Anddase el antigeno al frasco, soplando el contenido de la pipeta.

6. Tapese el frasco ¥y sactidaselo vigorosamente durante un minuto, gol-
peando rdpidamente el fondo de él contra 1a palma de la mano.

7. Afiddanse 2,5 ml. de solucidn saling al 0,9 %.
8. Agitese el frasco con fuersa moderada durante 1 minuto.

9. Pisense 3,0 ml. del antigeno cmulsionado a un tubo de centrifuga, de
fondo redondo ¥ de 3 x 1 pulgada.

10. Coldquese el tubo que conticne la emulsién de antigeno en el bafio de
Maria a 36°C. durante 15 minutos.

11. Saquesc del bafo de Marfa el tubo que contiene la emulsién ¥ centri-
figuese a 1.800 r.p.m. durante 15 minutog en una centrifuga LLE.C1 N° 1,

12. Sdquese el tubo de la centrifuga e inviértaselo ripidamente para dese-
char el liguido turbio sobrenadante.

13. Limpiense lag parcdes del tubo conun pedazode gasa o de algodén para
quitar el exceso de liguido.

" 14, Afddanse 3,0 ml de solucign salina al 0,9 por eiento.
15. Resuspéndase el sedimento per medio de agitacion suave.

1 International Equipment Co., Boaton, Mass.
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Prueba Preliminar de la Emulsién de Antigeno

Cuda lote de emulsion de antigeno debe ser primero examinade comparin-
dolo con sueros controles de reactividad escalonada. Esto se efectia agre-
gando una gota de la emulsién de antigeno a 0,056 ml. de cada suero ¥ com-
pletando las reacciones del modo deserito en “Reaccién Cualitative, de
Rein-Bossak con Suero.” Los resultados obtenidos deben reproducir la
escala de reactividad establecida previamente para esos sueros.

Reaccian Cualitativa de Rein-Bossak con Suero
1. Depositese 0,05 ml. del suero calentado dentro de un anillo de parafina
en la ldminyg de vidrio.

2. Afddasec una gota (aproximadamente 142 ml.) de emulsidn de antigeno
al suero.

3. Higase rotar durantc 4 minutos.
4. Efcctiese el examen microsedpico inmediatamente después de la rota-
cidn.

5. Infdérmese? el grado de floculacidn observada del modo siguiente:

Drescripcién T.ectura, Informe
No hay grumes. ............. ........ — No Reactivo
Grumos muy pequeios................ + Débilmente Reactivo
Grumos pequefios. ..., ....... ......... 14 Débilmente Reactivo
Grumoes de tamafio mediano........ ... 2+ Débilmente Heactivo
Grumos medianamente grandes. ... ... 3+ Reaetivo
Grumos grandes.. . .............. ..., 4-+ Reactivo

Reacciones Zonales

Las reacciones atipicus estdn caraclerizadas por escasos grumos irregulares
entremezclados con particulas no floculadas. Vuélvanse a analizar los sueros
que den reacciones atipicas, en la siguiente forma:

1. Depositese 0,3 ml. de solucion salina al 0,9 % en cinco tubos {(numerados
del 1 al 5).

2. Agréguese 0,5 ml. de suero calentado al tubo 1 y mézelesc.
a. Pasese 0,5 ml. del tubo 1 al tubo 2 ¥y mézclese.
b. Pisese 0,5 ml, del tubo 2 al tubo 3 y mézclese.
c. Piscse 0,5 ml. del tubo 3 al tubo 4 y mézclese.
d. Péscse 0,5 ml. del tuho 4 al tubo 5 ¥ mézclese.

2 Véanse las recomendaciones para ‘““Informe de los Resultados de las Reacciones
Serologicas’, Informaciones Generales (pdg. 3).
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3. Analicesce cada dilucién del suero en la misma forma deserita en “Reac-
citn Cualitativa de Rein-Bossak con Suero.”

1. Tagase la lectura microsedpica e inférmese come resultado del andlisis
la reaceidn mds fuerte obtenida en cualquiera de las 5 diluciones.

Reaccion Cuantitativa de Rein-Bossak con Suero

1. Prepirense diluciones en serie del suero (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, ete.) enla
forma antes descrita para las “Reacciones Zonales” (pig. 83).

2. Analivese el suero no diluido v las diluciones de suero en la forma des-
crita en “Reaccidén Cualitativa de Rein-Bossak con Suero” (pag. 83).

3. Inférmese como punto cuantitativo final la dilueién mds alta que haya
dado una reaceién 44+ & 3+. Estos resultados se informan en difs de la
manera gue se muestra a continuacion: ‘

FEiemplo:
Suery no diluide DHlucidn del swerp Informe
(ils)
I:} 1:2 i:4 8 i-Is i:32 {:64
4+ A4+ 4+ 4+ 2+ 1+ — 8
4+ 4+ 4+ 4+ 3+ — — 16
44 — — — - - — — 1

Referencias Bibliograficas

{4} Ren, C. R.; Bossax, H. N.; Cardiolipin antigens in the serodiagnosis of syphilis.
A mieroflocculation slide test. Am. J. Syph., Gonor. and Ven. Dis., 30: 4046,
cnero 1946.
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Reacciones VDRI

Antes de ejecutar esta veaceidn, el téenico debe estar familiorizado con el
contenido de los capitulos Informaciones Generales yw Equipoe General.

REACCIONES DE FLOCULACION VYDRL EN LAMINA,
CON SUERO (1, 2)

Equipo

1. Mdquina rotatoria, adaptable a 180 r.pm., que circungeriba un
eirculo de 24 de pulgada de didmetro sobre un plano horizontal.

2. Dispositivo para hacer anillos de parafina de 14 mm. de didmetro
aproximadamente.

3. Soporte para ldminas de microseépio de 2 x 3 pulgadas.

4. Agujas hipodérmicas de medidas adecuadas, con o gin puntas.

Cristaleria

1, Laminas' de 2 x 3 pulgadas, con anillos de parafina de 14 mm. de dia-
metro aproximadamecute,

2. Frascos® de una onza, redondos, con tapon de vidrio o de rosea (recu-
bierto con papel de estafio o de vinylite), de boca angosta,

Nota: Alginos frascos de una onza, con topdn de cristal, ahora disponibles,
no resullon satisfactorios para preparar wn solo volumen de emulsion de
antigeno para estas reaccrones, debido a que el fondo estd combade hacia
adeniro y hace que los 04 ml. de emulsiin salina se distribuyan solumende
en la periferia. Se puede oblener wna emulsion salisfucloria, al preparar
cantidades dobles de emulsion de antigeno, si los 0.8 mi. de solucidn saling
cubren la superficie del fondo de esta cluse de frascos. Los frascos redondos,
de un didmetro aprozimade de 85 mm., con la superficic intertor del fondo
plana o cénegva, resultan solisfactorios para preparar los voldmenes simples
de emulsidn de antigeno.

1 8¢ pueden nsar también ldminas de vidrio con anillos de cerdmica para la reaccidn
VDRL en ldmina, con las siguientes precauciones. Los anillos deben ser suficiente-
mente altos para cvitar derramamiento cuando lagldminas giran a la velocidad pres-
crita. Se deben limpiar las JAminas cada vez que s usan de mode que €l suero pueda
extenderse por la superficie interior de los anillos de cerdmica. Este tipo de ldmina se
debe desechar tan pronto como el anillo empieza a disgregarse, puesto que csas
particulas cn los sueros en egtudio pueden tomarse por grumos de particulas de anti-
geno, dundo lugar, por lo tanto, a un informe Reactivo falso.

2 No de Catilogo CA-1, 90525 (irascos sencillos); CA-1, 90530 (frascos con tapén
de cristal). Corning Glass Works, Corning, N. Y.
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El bajo costo de las tapas pldsticas contribuye a que no se infente su mpieza
pare usarlas de nuecvo, ya que el witkizar un tapén o lapa que no esté impio
puede productr emulsiones poco satisfactorias,

3. Jeringa, tipo Luer, de 1 ¢ 2 ml.

Reactivos

1. Antigeno

a. El antigeno para esta prueba es una solucidn aleohdlica que contiene
0,03 por cicnto de cardiolipina, 0,9 % de colesterol y suficiente lecitina
purificada para producir una reactividad estdndar. Durante los dltimos
afos esta cantidad de lecitina ha sido de 0,21 por ciento 0,01 por
ciento.

b. Cada lote de antigeno debe ser estandarizado seroldgicamente por
comparacién adecuada con un antigeno de reactividad conocida. .

c. Ll antigeno se distribuye en frascos de color café con tapdn de rosca
{recubierto con limina de estafio o vinylite) o en ampolletas de vidrio
selladas herméticamente, debiendo mantenerse a lu temperatura am-
biente (23° a 29°C.).

d. Los componentes de este antigeno permanecen en solucidn a tem-
peraturas normales, de modo que cualquier precipitado que se note
indica cambios debidos a factores tules como evaporacion o adicién de
materiales arrustrados por las pipetas. Los anligenos que contengan
precipitados deben rechazarse.

2. Soluciones salinas

a. La solucion salina tope, que contiene 1 por ciento de cloruro de
sadio, es preparada en la siguiente forma

Faormaldehido neutro, ealidad reactivo, ml. ... ... ... .. ..., 0,5
Fosfato disddico (Na:HPO, + 12 HoO), g oo 0,093
Fosfato monopotdsico (KH.POW), gm.. ... ... .. .. .. 0,170
Cloruro de sedio (AC.S.) mw. .o . . e 10,0
Apua destilada, mlo......o oo 1.000,0

Esta solueidn da Jecturas, en el potencidmetro, de pIl 6,0 20,1 ¥ serd
guardada en frascos con tapdn de rosca o de vidrio.

b. Solucién salina al 0,9 por clento

Afiddanse 900 mg. de cloruro de sodio seco por cada 100 ml. de agua
destilada.

Preparacion de los Sueros

1. Fl suero claro, obtenido por la centrifugacidon de sangre total coagulada,
se calentard a 56°C. durante 30 minutos antes de analizarlo.
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2. Los sueros serdn examinados después de sacarlos del hafio de Maria v
aquellos en los que sc hallen particulas de impurezas deberdn ser nueva-
mente ecentrifugados.

3. Los sueros gque sean analizados después de 4 horas de haber sido calenta-
tados deberan colocarse de nuevo a 56°C. durante 10 minutos.

Preparacién de las LAminas de Vidrio

1. Tas laminas nuevas se limpian con jabén Bon Ami, el cual se quita con
un pafio suave después dc seco.

2. A las ldminas usadas previamenle se les quita la parafing, se lavan en
seguida con jabon o detergente, enjuagindolas hasta que queden libres
del material de limpieza, y se tratan entonees como ldminas nuevas.

3. Se trutard de manejar por sus bordes las ldminas de vidrio micntras se
lavan, a fin de evitar impresiones daclilares grasosas sobre las superficies
en que se va a hacer cl andlisis.

4. El suero se extenders dentro de log ¢irculos en las ldminas limpias,
Cuando no se extiende, es una indicacién de que la limpicza es defectuosa
¥ por lo tanto la ldmina no debe ser usada.

5. Los anillos de parafina se hacen colocando parafing caliente en las
liminas por medio de moldes motdlicos.

Nota: No se recomiendan para esta reaccién las ldminas de vidrio con con-
cavidades o con anitlos de vidrio.

Preparaciéon de la Emulsién de Antigeno

1. Depositese 0,4 ml. de solucién salina tope en el fondo de un frasco
redondo de 30 ml,, con tapén de vidrio o de rosea.

2. Anddase 0,5 ml. (de la mitad inferior de una pipeta de 1 ml. graduada
hasta la punta) directamente sobre la solucidn salina mientras sc imprime
a la botella un movimiento de rotacién suave pero continuo, sobre ung
supcrficie plana.

La temperatura de la solucion salina tope del antigeno debe osci-
lar entre 23° y 29°C. en el momento de preparar la emulsion de an-
tigeno.

Nola: El antigeno se aftade goia a gota, pero rdpidamente, de modo que se
permita ln solide de 0,6 ml. de antigene en 6 segundos. La punta de la pipeta
deberd guedar en el lereio superior del frasco y la rolacién no deberd ser lo
suficientemente fuerle como para mojor la pepeie con lo solucion selinag. Se
obfiene la velocidad de rolacion adeeuwada cuwando el borde exterior del frasco
cireunscribe un circulo de 2 pulgadas de didmelro, aprozimadamente, ires
veces por segundo.
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3. Soplese la tltima gots de antigeno de la pipeta, sin que ésta toque la
solucidn salina.

4. Continese la rotacién de la botella, durante 10 segundos mis.
5. Afddanse 4,1 ml. de solucién salina tope usando una pipeta de 5 ml.

6. Tipesc el frasco y agitese vigorosamente durante 10 segundos aproxi-
madamente,

7. La emulsion de antigeno cstd lista para su uso y puede ser utilizada
durante un dia.

Fra. 1. Gotas del mismo tamafio

Tuede prepararse el doble de csta cantidad de emulsion de antigeno do una
sola vez, usando cantidades dobles de antigeno v de solucidén salina. En
este caso deberda emplearse una pipeta de 10 ml. para medir un volurmen de
8,2 ml. de solucidn salina. 8i se neeesitan cantidades mayores de emnulsién,
deberd, prepararse mds de una mezcla. Fstas partes alicuotas pueden
entonces ser probadas v finalmente mezcladas.

Calculo de la Salida de la Emulsién de Antigeno
por la Aguja

1. El niimero de particulas de antigeno por eampo microsedpico es deter-
minado por el tamafio de la gota de emulsién de antigeno que se usa. Por
esta razén debe revisarse diariamente la aguja que se utiliza.
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2. La cmulsién de antigeno se reparte mediante una jeringa provista de
una aguja hipodérmica calibre 22 con biscl regular o con una de calibre 23
de bisel largo o finalmente con una de calibre 18, sin punta.

Nola: Es de primordial importancio usar lo contidad adecuadn (36 ml)
de emulsién de anilgeno en cada reaceidn cualitativa, de modo que eualquier
mélodo que produzca siempre gotas del mismo y apropiade tamafio resultard
safisfactorio (véase fig. 1).

3. 81 se emplea el método cuantitativo de VDRL en ldmina de cuatro
quintos de volumen (méiodo B), se debe utilizar una aguja de calibre més
pequefio {eon punta o sin ella) que rinda 75 golas de emulsidn de antigeno
por ml. En el Laboratorio de Investigaciones de Enfermedades Venéreas
ge usa una agula de calibre 19, sin punta. La prictica permitird dar salida
ripidamente a la cmulsién de antigeno, pero se deberd {ener gran cuidado
que las gotas sean siempre del mismo tamafio.

T'1ee. 2. Ldminus y soporte de ldminas para reacciones cualitativas

4, Cuando se guarde la emulsidn de antigeno, antes de volverla a usar
deberd mezclarse suavemente imprimiendo un movimiento de rotacién al
frasco v llenando y vaciando la jeringa.

Analisis Preliminar de la Emulsion de Antigeno

1. Cada preparacién de emulsién de antigeno deberd ser primero examinada
mediante el andlisis de sueros de reactividad conocida, en las zonas Reac-
tiva, Débilmente Reactiva y No Reactiva. Fsto se puede realizar con el
método descrito en “Reaceidn Cualitativa VDRL en Lamina, con Suero’’
{pdg. 90). Dichos andlisis deberdn dar resultados tipicos ¥ las dimensiones
v nidmero de particulas de antigeno en el suero No Reactivo deben ser
Optimos.

2. S6lo se usardn aquellas emmulsiones de antigeno que hayan producido las
reacciones debidas en lag pruebas realizadas con sueros de control (Reae-
tivo, Débilmente Reactivo y No Reactivo). Si las particulas de antigeno
en los andlisis de sucro No Reactivo son demasiado grandes, la razdn puede
estar en la forma de preparar la emulsion de antigeno, aungue también
pueden influir otros factores.

3. No debe usarse una emulsion de antigeno insatisfactoria.
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Reaccion Cualitativa VDRL en Lamina, con Suero

1. Dcpositese 0,05 ml. de suero calentado en un anillo de parafina de la
ldmina de vidrio.

2. Aiiddase una gota (L4 de ml.) de emulsidn de antigeno sohre cada suero.

3. Haganse rotar las ldminas durante 4 minzios. (i la miquina de rotacidn
meeanica cireunscribe un circulo de 34 de pulgada de didmetro, ella se
deberd ajustar a 180 r.p.m.. La rotacién a mano dcbe circunseribir un
cireulo de 2 pulgadas de didmetro, 120 veces por minuto.)

4. Léanse lag reacciones inmediatamente después de la rotacién.

Nota: Siempre se incluirdn sueros de control de reactividad escalonade (Reac-
tiwo, Débilmente Reactivo, y No Reactive) durante un perfodo de andlisis, a
fin de asegurar lo adecuada reactividad de le emulsion de antigeno en el
momento de efectuar las reacciones.

Lectura ¢ Informe de los Resultados de las Reaceiones
Cualitativas en Lamina

1. Las reacciones scrén lefdas microscdpicatnente, con ohjetivo déhil,
a 100 X de aumento. En estas condiciones las particulas de antigeno
aparecen en forma de bastoncilos eortos.

Kl conglomerado de estas particulas en grumos grandes o pequefios se
interpreta como grados de reactividad.
Leclura Informe

No hay grumos o sélo hay muy ligera

floenlacidn. ... ... No Reactive (NR)
Pequefios grumos. ... o Diébilmente Reaetivo (DR)
Grumos medianos y grandes.............. ... Reactivo (R)

2. Las reacciones zonales, debidas a un exceso del componente Reuctivo del
suero, son reconocidas por grumos irregulares poco compactos. El resultado
Reactivoe habitual se caracteriza por la presencia de grumos pequerios o
grandes de tamafio bastante uniforme. Ly experiencia permitird diferenciar
entre este tipo de reaceiones v el aspecto zonal, en que los grumos grandes v/
o pequeios pueden estar entremezclados con particulas libres de antigeno.
Tna reaccion zonal se informa como Reactiva. En algunos casos este efecto
zonal pucde scr tan pronunciade que llegue a producirse un resultado
Diébilmente Reactivo con un suero fuertemente Reactivo. Por lo lanle se
recomienda gue todos los sueros que produzcan resultados Débilmente Reactivos
en lo reaccidn cuclitativa sean analizados de nuevo, usando el procedimiento
cuanlilotive, antes de dar un informe de la reaecicn VDRL en ldmina, Cuando
se obtienc un resultado Reactive con alguna dilucidn de un suere que sdlo
produjo antes resultado Débilmente Reactive con suerc no diluido, se
informara como Reactivo (véase “Lectura ¢ Informe de los Resultados de
1as Reacciones Cuantitativas en Lamina®, pdg. 94 en “Reuscciones Cuanti-
tativas VDRL en Lamina, con Suero’™).
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Reacciones Cuantitativas VDRI en Lamina, con Suero

Todos los sueros que produzcan resultados Reactive o Débilmente Reac-
tivo en la reaccidn cualitativa VDRL en lAmina deben ser analizados de
nuevo cuantitativamente por uno de los dos procedimientos que se designan
eomo reacclones cuantitativas A o B. Como ambos procedimientos, en la
mayoria de los casos, requiercn mediciones directas del suero y de la solucidn
salina, cualquiera de los dos métodos es satisfactorio en euanto a sus
requisitos de tiempo de personul y cantidad de cristaleria empleada. Ya que
la reaccién cuantitativa A requicre diluciones de suero de 1:2,5, 1:5, 1:10,
cte., 1a reaccion B ha sido agregada eomo alternativa para aquellos labora-
torios que descan una suero-dilucidn de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, ete,

REACCION A CUANTITATIVA YDRL EN LAMINA

I. Coldguense cuatiro laminas de vidrio de 2 x 3 pulgadas, conteniendo 12
anillos de parafina de 14 mm., en un soporte que tenga sitio para 5 liminag
(véase fig. 3, pdg. 92).

2. Dispdngase una lamina de vidrio con dos tiras paralelas de cinta adhe-
glva cn el espacio central del soporte de ldminas.

Los ndmeros para identifiear los sueros que sc van a analizar (cuatro en
lag dos ldminas que van por encima de la ldmina numerada, ¥ cuatro en
las dos liminas inferiores) se anotan en las tiras adhesivas,

3. Prepirese una dilucidn al 1:10 de cada suero que se va a exaininar.
cuantitativamente agregando 0,1 ml, del suero calentado a 0,9 ml. de la
solucidn salina al 0,9 por eiento, usando uny pipeta de 0,2 ml. graduada en
0,01 ml.

4, Mézclese perfectamente el suero y la solucidn salina y déjese reposar la
pipeta en ¢ tubo de ensayo.

5. Usando csta pipeta de 0,2 ml. pasense cantidades de 0,05 ml., 0,02 ml.
¥ 0,01 ml. de la dilucidn al 1: 10 del primer suers a los anillos cuarto, quinto
v sexto, respectivamceute.

6. Con la mismsa pipeta coldquense cantidades de 0,05 ml., 0,02 ml. y 0,01
mi. del primer suero, no diluido, en el primero, scgundo v tereer anillos,
como se muestra en la figura 3.

7. Repitase este procedimiento con cada suero y su correspondiente dilucidn
al 1:10 hasta que se hayan colocado los ocho sueros sobre las laminas.

8. Anddase verticalmente ung gota (0,03 ml,) de solucién salina al 0,9 por
ciento al segundo y quinto anillos de cada suero, por medio de una aguja
hipodérmica de calibre 15? adaptada a una jeringa de vidrio.

9, Agrépuese verticalmente una gota (0,04 ml)} de solucidn salina al 0,9
por ciento al tercero y sexto anillos de cada uno de los ocho sueros, por

¢ Debe revisarse el tamafio de las gotas entregudas por las agujas.
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Anilln Suere No. Reaeccion A ReaccionyB
e 1 2 3 + Cuantitativa Cuantitativa A
Swere  Solu-  Dilu- \Smero  Solu- Diln-
cidn  ciones ctdn  giones
saling de saling de
SHEFN Suera
(ml.)  (ml) {(ml.) (ml)
1 0,05 0 1:1 | 0,04 (] 1:1
(Mg (Ne
dilui- dilui- -
do) do) <
3 L2 ,02 1:2,5| ,02 W02 1:2 "
3 .01 .01 1:5 01 ,03 1:4
-
(dilui- {dilui-
do do .
1:10) 1: 8} ~
4 ,05 1] 1:10 04 a 1:8
5 ,02 i3 1:25 ,02 ,02 1:16
6 ,01 04 50| 01 08 1:32 4
Narmeros del sucre
E
| 08 0 1:1 04 L] 1.1
(Na (No
dila- dElui-
do) da)
&
9 Q02,03 12,5 02 02 1:g =
4
3 01 04 1:4 01 ,63 1:4
(di- {di-
luwida {uido <
1210} 1:8)
4 05 L0 ,0¢ U 18 .
5 02 .03 1:25 02 02 1:16
& . i 1:50 ,01 ,03 1:32
-
5 & 7 8
Suere Neo.

T, 3. Ldminus y soportes de I4minus para reacciones cuantitativas
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medio de una jeringa a la que se haya adaptado una aguja de calibre 133
Las seis mezclas de cads suero equivalen entonces a diluciones de 1:1
(no diluida), 1:2,5, 1:5, 1:10, 1:25, v 1:50.

10. lmprimase a las ldminas un movimiento de rotacién suave, a mano,
durante unos 15 segundos, a fin de mezclar el suero vy la solucién salina.

13, Agrégucse una gota (1go ml) de erulsion de antigeno a cada anilto,
usando una jeringa con aguja, en la forma que se describe en la téenica para
la reaceidn cualitativa de suero en ldmina (pig. 90).

En la Ggura 3 se presenta esta forma de preparar las diluciones agregando
suero y soluecidn salina dircetamente a las JAminas.

12. Complétense las reaccioncs mediante la rotacion de las ldminas en la
forma indicada para la “Reaccidn Cualitativa VDRL en Lamina, con
Suero” (pag. 90).

13, Léanse los resultados microscépicamente. La dilucidn mis alta de
suero que dé resultado Reactivo (no Débilmente Reactivo) se informa como
la reactiviclad final del sucro, csto es, Reactivo en dilucidn al 1:25, o Reae-
tivo en 25 dils.

14. Si todas las diluciones de sucro analizadas dan resultados Reactivos,
prepirese una dilueidn al 1:100 de aquel suero, diluyendo 0,1 ml. de la
solueion de suero al 1:10 eon 0,9 ml. de solucion salina al 0.9 por ciento,

15. Depositense cantidades de 0,05 ml., 0,02 ml., ¥ 0,01 ml. de esta dilu-
c¢idn de suero al 1: 100 en cada anillo y agréguese una cantidad suficiente
de solucidn salina puara obtener voldmenes totales de 0,05 ml. Kn csta
forma resultan diluciones de suero al 1:100, 1:250, v 1:500. Examinense
esag diluciones en la misma forma en que sc analizan agquellas mis bajas.

REACCION B CUANTITATIVA VDRL EN LAMINA

1. Coldquense cuatro ldminas de vidrio de 2 x 3 pulgadas, con 12 anillos de
parafina cada una, en un soporte que tenga lugar para 5 laminas (véase
fig. 3), v dispdngase una lAmina numerada en el espacio central, exactamente
en la forma deserita en “Reaceidn A Cuantitativa en Ldmina™ (pdgs. 91-93).
2. Preparese una solucidn al 1:8 de cada suero, agregando 0,1 ml, del suero
calentado a 0,7 ml, de la solucidn salina al 0,9 por ciento mediante una
pipeta de 0,2 ml. graduads en 0,01 ml.

3. Maézclese perfectamente el suero y la solucidn salina v déjese reposar la
pipeta en el tubo de ensayo.

4. Usando esta pipela pasese 0,04 ml., 0,02 ml., y 0,01 ml. del suero diluido
al [:8 a los anillos de parafina cuarto, quinto y sexto, respectivamente.
5. Con la misma pipeta pisesc 0,04 ml., 0,02 ml. y 0,01 ml del suerc no
diluido a los anillos de parafina primero, segundo y tereern, respectivamente,

6. Repitase cste procedimicnto con todos los sueros, v sus correspondientes

¥ Dehe revisarse el tamafio de las gotas entregadas por lag agujas,
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diluciones al 1:8, hasta que se hayan colocado las ocho mucstras en las
1Aminas en sus correspondientes lugares numerados.

7. Afddanse dos gotas (0,01 ml. en cada gota) de solucidon saling al 0,9 por
ciento al segundo y quinto anillos de cada suero por medio de una aguja
hipodérmica dc calibre 25, adaptada a una jeringa de vidrio, que esté en
posicion vertical.

8. Anddanse en la misma forma 3 gotas, de igual tamafio, de solucién salina
al 0,9 por ciento al tercero y sexto anillos de cada suero.

9. Higanse rotar las laminas suavemente, a mano, durante unos 15 segun-
dos, para mezclar ¢l suero v la solucién salina.

10. Agréguese una gota (345 ml.) de la emulsién de antigeno a cada anillo,
isando una jeringa con aguja de tamafo adecuado. (Advertencio.~—Ndiese
que la cantidad de emulsidn de antigeno usada en este método ha sido
reducida a 145 mi a fin de que corresponda con el volumen reducido de
sucro 0,04 ml.).

11. Complétensc las reacciones en la forma desecrita en “Reaccién Cualita-
“tiva VDRL en Tdmina, con Suero” (pig. 90) y léanse los resultados
microsedpicamente inmediatamente después de la rotacitn.

Con este método las diluciones de eada suero son: 1:1 {(no difuido), 1:2,
1:4, 1:8, 1:16 y 1:32.

12. 8i todas las diluciones de suero analizado producen resultado Reac-
tivo, prepdrese una dilucidn al 1:64 de aquel suero en solucién salina. Para
ello agréguense siete partes de sclueién salina a una parte de la dilucién
de suero al 1:8 y andlicese en tres cantidades como se hizo con lag diluciones
de suero al 1:8. Las diluciones preparadas a base de la dilucién at 1:64
serin entonces equivalentes a: 1:64, 1:128, y 1:256,

Lectura e Informe de los Resultados de la Reaccion
Cuantitativa en LAmina

1. Léanse lag reacciones microscdpicamente con un aumento de 100 X, en
la forma deserita para el procedimiento cualitativo, (pag. 90).

2. Inférmense los resultados en términos de la mayor dilucidn de suero que
produce un resultado Reactivo (no Débilmente Reactivo), de acucrdo con
los siguientes ejemplos:

Método A
Suere ne Diluciones de sucre Informe
diluide W
1:1 12,5 1:5 I 1:25
it DR NR NR NR Reactivo, solamente zin diluir, ¢ 1 dil.
it R DR NR. NER Reactivo, en dilucién al 1:2,5 4 2,5 dils.
R R R DIt NR Reactivo, en dilucién al 1:5, ¢ 5 dils.

4 Dehe verificarse el tamafio de Jag gotas entregadas por las agujas. Puede tam-
hién repartirse la solucidn salina usando una aguja calibre 19 (0,02 ml, por gota) y
una aguja calibre 156 (0,03 ml. por gota).
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Método B
Suero no Diluciones de suera Informe
dilide
1:1 12 i:4 I:8 116
R DR NI NT. NIX Reactivo, solamente gin diluiv, 6 1 dil.
R R DR NIt NR Reactivo, en dilueidn al 1:2, 6 2 dils.
R R jtd DR NR Reactivo, cn dilucidn al 1:4, 4 4 dils,

R = Reactivo. DR = Débilmente Reactivo. NR = No Reactivo.

Nota: En condiciones de alta lemperatura y bajo humedad, que a veces se
presentan durande el verano en ciertas dreas, la emulsidn de antigeno se puede
conservar en el refrigerador, pero se debe volver a lo temperatura ambiente
antes de usarla. Para evitar que en esas condictones se seque lo superficie,
los andlisis se deben terminar y leer lo antes posible. Pueden emplearse cu-
biertas para liminas, gue conlengan wn popel secante hiimedo,

REACCIONES DE FLOCULACION VDRL EN TUBO,
CON SUERO (3)

Equipo

1. Agitador mecinico de Kuhn (debe ser operado entre 275 ¥ 285 oscila-
clones por minuto).
2. Una lAmpara fluorescente o tipo cucllo de ganso para la leetura.

Reactivos

1. Antigeno. {Antigeno para reaccién de floculacidn VDRL en ldmina,
véase pig. 86)
2. Soluciones salinas
a. Solucidn salina tope al 1 por clento, (Se prepara del mismo modo
que para las reacciones de floculacién VDRL en ldmina, pig. 86),
b. Solucidn de cloruro de sodio no tamponada, al 1 por ciento. Agré-

guese 1 gm. de clorure de sodio seco (A.C.8.) a cada 100 ml. de agua
destilada.

Preparacioén de los Sueros

1. 1l sucro claro, obtenido por centrifugacidn, de sangre total coagulada se
calienta en bafio de Maria a 536°C. durante 30 minutos, antes de ser anali-
zado.
2. Todos los sueros deben ser examinados al ser sacados del bafo de Maria
v aquellos que contienen particulas de impurezas serdn nuevamente cen-
trifugados.
3. Los sueros que ge examinen méas de 4 horas después de haber sido calen-
tados serdn sometidos de nuevo a 56°C, durante 10 rinutos.
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Preparacién de la Emulsion de Antigeno

1. Prepirese la emulsion de antigeno en la forma descrita para las reacciones
de floculacion VDR en limina {véanse pigs. 87-88).

2. Afiddanse cuatro partes de solucién de eloruro de sodio al 1 por ciento a
1 parte de la emulsién para la reaccion VDRL en ldmina. Mézclese bien y
déjese en reposo durante 5 minutos o mds (no més de 2 horag) antes del uso.
Esta soluciton se denominard “emulsién diluida de antigeno,” y debe cstar
en suspension en el momento de usarse.

Reaceion Cualitativa VDRI en Tubo, con Suero

1. Coléquese 0,5 ml, de suero calentado en un tubo de ensayo de 12 x 75
nun. {didmetro exterior).

2, Afiddasc 0,5 ml. de emulsién diluida de antigeno a cada suero.
3. Agitense los tubos en un agitador de Kahn durante 5 minutos.

4. Centrifiguense todos Jos tubos durante 10 minutos con fuerza equiva-
lente a 2,000 r.p.m. en una centrifuga LE.C.* N© 2, con cabeza horizontal,

5. Llévense de nuevo los tubos al agitudor de Kahn y agitense exactamente
durante 1 minuto.

Nota: Incliyanse sueros de conlrol Reactive y No Reactive en fodas las series
de andlisis.

Lectura e Informe de los Resultados de la Reaccion
Cualitativa en Tubo

1. Léanse las reacciones tan pronfo como se haye completado el segundo
periodo de agitectdn, sosteniendo los tubos cerea de la pantalla de una
idmpara de lectura, frente a un fondo negro, y aproximadamente al nivel
de los ojos. Una fuente de luz sstisfuctoria para la lectura la constituye
ung lampara fluorescente de escritorio o una ldmpara tipo cuello de ganso
con foco azul.

2. Andtense los resultados en la siguiente forma:

Reactivo,............. Conglomerados visibles en un medio ¢laro o ligeramente
turhio. Tedas fas reacciones limites, en las que el oh-
servador lengs dudas en relacién con la vigibilidad de la
flocvulacion, deberdn ser informadas como No Reactivas.

No Reactivo,......... No hay Hoculacidn o eonglomerado vigible de las parti-
culas de antigeno, Apariencia ligeramente furbia o
granulosa; aspecto de moaré euando se hace agitacidn
suave,

Notwu: Los sueros turbios o hemolizados pueden producir, una vez completada

s International Tiquipment Co., Boston, Mass.
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fa reaccidn, un aspecto demasiedeo turbio para la lectura macroscépica, stendo
por consiguienie muestras tnapropradas para este andlisis.

Las reacciones zonules, debidas a un exceso de componente Reactivo del sucro,
pueden aparecer como muy débiles y en raros casos como No Reactivas, Cuando
se sospeche wna reaecign zonal deberd hacerse olro andlisis wusando 0,1 ml.
de suero calentado y 0,4 wmi. de solucion salina, en lugar de les 0,6 ml. de
suero. St se obtiene un rosultade Reactivo con la cantidad mds pequefia de
suero, deberd darse el Informe como Reactivo.

Reaccidn Cuantitativa VDRL en Tubo, con Suero

1. Coldquese 0,5 ml. de solucidn salina al 0,9 por clento recientemente
preparada en cada uno de 5 ¢ més tubos de ensayo {12 x 75 mm.), omitiendo
el primer tubo.

2, Afddase 0,5 ml. de suero calentado al primero y segundo tubos. (Se
puede omiiir el primer tubo sl se ha efectuado la reaceion cualitativa
VDRL en tubo ¥y no se dispone de suficiente suero.}

3. Méuclese v pasese 0,5 ml. del segundo tubo al tercero.

4. Contintese mezclando y pasando 0,5 mb. de cada tubo al préximo hasta
llegar al ultimo tubo,

5. Mézclese v deséehese 0,5 ml. del dltimo tubo.

6. Afiddase 0,5 ml. de emulsidn diluida de antfgeno a cada tubo ¥ procédase
en la forma descrita en “Reaceién Cualitativa VDRL en Tubo, con Suero”
(pag. 96).

Lectura e Informe de los Resultados de 1a Reaccion
Cuantitativa en Tubo

La mayor dilucidn de suero que produce una reaccion claramente Reactiva
es informada ecomo ¢f punto final de reactividad, de acverdo con los siguien-
tes ejemplos:

Suero #to Diluciones de sucrn Informe

diluida
i1 1:2 1:4 f:4 frtd
R NR NR NE NR TReactivo, solamenle gin diluir, 6 1 dil,
R R T NR NTL Decactivo, cn dilueidn al 1:4; 6§ 4 dils,
R R [ it N Reactivo, en dilueidn al 1:8, 4 8 dils,

R = Reactivo. NR = No Reactivo.

REACCIONES YVDRL CON LIQUIDO
CEFALORRAQUIDEO (1)
Equipo

1. Agitador meednico de Kahn (debe ser operado entre 275 y 285 oseila-
ciones por minuto).
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Reactivos

1. Antigeno. (Antigeno para la reaccién de floculacién VDRL en ldmina,
véase pig. 86)
2, Soluciones salinas
a. Solucidn salina tope al 1 por ciento. (Preparese en la misma forma
que para las reacciones de Aoculacidn VDRL en idmina, pig. 86.)
b. Solucidn de cloruro de sodio al 10%

Disuélvanse 10 gramos de cloruro de sodio seco (A.C.8.) en 100 ml. de
agua destilada.

Preparacién del Liquido Céfalorraquideo

1. Centrifiguese y decdntesc cada liquido céfalorraquideo. Las muestras
visiblemente contaminadas ¢ que contienen sangre no son satisfactorias
para la prueba,

2. Caliéntese el liquide céfalorraquideo a 56°C. durante 15 minutos. Dé-
jese enfriar a la temperatura ambiente antes de analizarlo,

Preparacion de la Emulsion de Antigeno Sensibilizada

1. Prepirese la emulsion de antigeno como se describe para las reacciones de
floculacion VDRL en lidmina (véase “Preparacidn de la Emulsidén de
Antigeno” péigs. B7-58),

2. Anddase un volumen de solucién de cloruro de sodio al 10 % a un volumen
de la emulsién para la reaccion VDRI, en limina,

3. Mézclese bien y déjcse reposar por lo menos durante 5 minutos, pero no
mas de dos horas, antes de usarse.

Reaccion Cualitativa VDRL con Liquido
Céfalorraquideo

1. Depositese I ml de liquido céfalorraquideo calentado en un tubo de
ensayo de 13 x 100 mimn.

Incliiyanse liguidos céfalorraquideos controles Reactivos y No Reuclivos
en cada scric de andlisis.

2. Afiddase 0,2 ml. de emulsién de antigeno sensibilizada a cada liquido
céfalorraquideo.

Vuélvase a suspender lag emulsidn de antigeno sensibilizada, inmediata-
mente antes de usarla, invirtiendo el frasco varias veces.

3. Agitcnse las gradillas con los tubos en un agitador mecinico de Kahn
durante 15 minutos.
93

=}

£Y

A



L§

¥,

4. Centrifiguense todos los tubos durante 5 minutos con fuerza equivalente
a 1.800 r.p.m. en una centrifuga LE.C.#N° 1, 6 a 1.600 r.p.m. en la No. 2.

5. Llévense nuevamente los tubos al agitador de Kahn v agitense durante
2 minutos exactos.

Lectura e Informe de los Resultados de la Reaccién
Cualitativa

1. Léanse lag reacciones fan pronto como sea posible después del segundo
periodo de agitacidn, sosteniendo los tubos cerca de la pantalla de una
lampara de escritorio y contra un fondo negro.

Nota: Cada tube serd sostenido inmdvil o agitado ligeramente durante lo
lectura, Debe evitarse lo agilocion excestva,

2. Inférmense los resultados del sigmiente modo:

Reactivo............. Conglomerades elaramente visibles, suspendidos cn un
medio acuoso, claro o turbio.
No Reactivo.......... No hay conglomerados; digpersién completa de las

particulas; aspecto turbio o ligeramente granuloso.

Reaccion Cuantitativa VDRL con Liquido
Céfalorraquideo

Las reacciones cuantitativas se realizan con todo liquide céfalorraquideo
que haya resultado Reactivo en ol andlisis cualitativo.

1. Preparense las diluciones del liquido céfalorraquidco en la siguiente
forma:
a. Coléquese 1 ml. de solueién de cloruro de sodic al 0,9 por ciento en
cada uno de 5 ¢ mds tubos.

b. Afiddase 1 ml. de liquido céfalorraquideo calentado al tube 1,
mézelese bien y pisese 1,0 ml. al tubo 2.

c. Contindese mezelando y pasando de un tubo al siguiente hasta que
el diltimo contenga 2,0 ml. Deséchese 1,0 ml. del dltimo tubo. Las
preporciones respectivas de las dilucdiones son 1:2, 1:4) 1:8, 1:16,
1:32, ete.
2. Analicese cada dilueidn de liquido eéfalorraguideo en la forma descrita
en “Reaccién Cualitativa VDRL con Liquido Céfalorraguideo” (pag. 98).

Lectura e Informe de los Resultados de Ia Reaccion
Cuantitativa

1. Cada tubo serd lefdo en la forma descrita en “Reaceién Cualitativa
VDRL con Liquido Céfalorraquideo.”

¢ International Equipment Company, Boston, Mass.
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2. Inférmense log resultados del andlisis en términos de la dilucidn mas
alta de liquido céfalorraquideo que dé un resultado Reactivo. El término
“dils™, que expresa el mismo punto final de reactividad en la dilucién, puede
ser tumbién aplicado.

Ejemplo:
Drilygidn del lguido céfalorraguitden Tuforme
1:2 I:¢ 18 g 1132
NR NR NR NER NR Reactivo,’ solamente sin diluir, 6 1 dil.
R R R NR NR Reactivo, en dilueidn al 1:8, 4 8 dils.
R R R R NE Reactivo, en dilueidn al 1:186, 6 16 dils.

R = Reactivo. NR = No Reactivo.

t Resultado Reactive en la reaceidn cualitativa con liquido eéfalorraquiden no
diluido.
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Apéndice

Recoleccion y Preservacion de Sangre de Carnero

Los glébulos rojos de carnero pueden ser demasiado resistentes o demasiado
susceptibles a la accidn hemolitica dcl complemento v de la hemolisina.
Puesto que cl nivel de reactividad de una prucba de fijacién del comple-
mento estd influida por la calidad de los glébulos de carnero utilizados,
se deberi prestar especial atencién a este componente de la prueba. Los
efectos de Ja contaminacién bacteriana en la reactividad de los glébulos de
carnero no s¢ pueden predecir y, por tanto, se recomienda usar imicamente
sangre recogida en forma aséptica en recipicntes estériles, cuando se utilice
para la prucha de fijacién del complemento.

Puede ocurrir que los corpiisculos rojos de determinadoe carnero sean excep-
cionalmente resisteutes a la accidn hemolitica del complemento y de la
hemolisina. Par ello, cuando se recolecte sangre de uno de estos animales
que no ha sido sometido a prueba, se deberdn efectuar titulaciones eom-
paradas de eomplemento y amboceptor, empleando pars ello glébulos de
calidad aceptable provenientes de otro earnero.

Cuando una suspensién salina de glébulos lavados, preparada segdin una
técnica determinada, muestra cualquier grado de hemdlisis al guardarse
toda la noche a una temperatura de 6° a 8°C., es indicacidn de que los
glabulos rojos son demasiado frigiles para ser utilizados.

La tinica eondueta que se recomienda, en cualquiera de estos casos, es la de
rechazar los glébulos que no sean satistactorios y obtener una nueva provi-
s1on de sangre de carnero.

El método que a continuacion se detalla para recoleetar v preservar la
sangre de carnerc (, 2) ha sido usado en el Laboratorio de Investigaciones
de Enfermedades Venéreas durante varios afios con resultados satisfactorios.

Equipo vy Cristalerin

1. Matraz Erlenmeyer de 2 litros para la sangria, cerrado con un tapdn
de goma N* 10 con 2 perforaciones; embudo filtro (1 pulgada de didmeiro
¥ con vastago de 214 pulgadas); tubos de goma y de vidrio, v aguja
hipodérmica calibre 13 (fig. 1).

2. Fquipo para repartir, consistente en tubos de goma, pinzu, [rasco-
ampolla para el llenado, ¥ tubo filtro para ol aire (fig, 2).

Reactivo

1. Solusidn de eitrato de sodio al 3,8 por ciento

Disuélvase 3.8 gm, de citrato de sodio (A.C.8) para cads 100 ml.
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de agua destilada. Sesenta ml. de esta solucidn son necesarios para
cada 50 ml. de sangre de carnero recolectada.

Ajuste del Frasco de Sangria

1. Mirquese con un lipiz graso, en el frasco de 2 litros, una sefial en los
880 ml. de volumen. Esto servira para recoger 400 ml. de sangre en 480
ml, de solucidn citratada. Pueden ser calculadas de igual modo proporciones
mds pequenas,

FIGURA |A

MWARCA PARA LA
RECOLECCION DE SANGRE

A 4—&PARATD DE
== 2, SUCCION
SOLUCION
PRESERYADORA

Figura 1. Frasco de sangria

2. Viértase dentro del frasco 480 ml. de solueidn de citrato de sodio al 3,8

por ciento.

3. Cértese un pedazo pequefio de rejilla de alambre y coldéquese en el

embudo. Sujétese un trozo de gasa sobre la boea del embudo como se mues-

tra en la figura la.

4. Ajistese el matraz de sangrfa en la forma mostrada en la figura 1,

insertando el tapdn en el frasco y sujetdndolo con cuerdas.

5. Esterilicese todo el conjunto a 15 libras de presién durante 20 minutos.
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Recoleccion de la Sangre

1. Inmovilicese al carnero en posicidgn de pie.

2. Levantesele la cabcza hasta que la nariz v cl centro del cuello formen
una lines recta.

TUBO FlLTRD—-
DE AIRE

TELA ADHESIVA——

TELA ADHESIVA ———— o3
«+— ANILLO

PRESERVADA

AR I P R T B

+—VARILLA
DE SOSTEN

FRASCO AMPOLLA
] PARA EL LLENADO

Figura 2, Aparato de distribucién

3. Vuélvase la cabeza del carnero ligeramente y cdrtese la lana en el drea
de la puncidn.
4. Hagase presién con el dedo sobre las vértebras cervicales para causar la
dilatacién de la vena yugular externa.
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5. Esterilicese el drea directamente colocada sobre la vena con solucién
débil de yodo o con aleohol al 70 por ciento.

6. Higasge presion con ¢l dedo inmediatamente debajo del punto en el que
se va a hacer la puncidn, e insériese la aguja estéril en la piel v después en
la vena,

7. Muévase el frasco continuamente durante la recoleccidn de la sangre ¥
después durunte 5 minutos para evilar la coagulacién.

8. Déjese enfriar la sangre a la temperatura ambiente {23° a 20°C)

9. Recmplicese el aparato de vidrio para la succidn por cl frasco-ampoltla
previamente esterilizado, en la forma que se muestra en la fig. 2. Reempla-
cese igualmente la aguja hipodérmica por un pedazo de tubo de vidrio esté-
ril, que se Uena de algoddén también estéril colecado sin apretar {tubo-
filtro de aive, fig. 2.

10. Inviértase y suspéndase cl frasco cn la forma mostrada en la figura 2.

11. Repértasc asépticamente la sangre en botellas estériles con tupdn de
goma ¥ gudrdeselas en el refrigerador,

~
12, SAquese la mezela de sangre de esos frascos con jeringa y aguja estériles
a medida que se requiera.

Nota: La sungre de carnero de buena colidad, recoleciada v guardada en la
Jorma descrita, es salisfactoria para el uso por un perfodo de mds de fres meses.

Preparacién de la Hemolisina (Globulos Rojos
de Carnero)

El siguienie método (3) ha dado resultados constantemente satisfactorios
cn la produccién de hemolisina anticarnero de alto titulo, La sangre total
de carnero se inyecta intracutdncamente a conejos, seguida de inoculacién
intravenocsa de células de carnero lavadas. En el curso de las inyecciones
se usa sangre de varios carneros.

1. Elijanse seis u ocho conejos jévencs de tamafio mediano, que pesen unos
2 ke, cada uno.

2. Procéduse a desfibrinar con cusntas de vidrio una pequefia cantidad de
SAngre de carncro.

3. Administrese a cada conejo una serie de cineo inyecciones intracutineas
de sangre total de carnero, dia por medio, comenzando con unu dosis de 0,5
ml. v aumentando cada vez 0,5 ml. Véase cuadro 1.

4. Prepérese una suspension de células de carnero al 20% lavando per-
fectamente los glébulos rojos con una solucidn salina al 0,85 por ciento, a la.
que se agrega sulfato de magnesia al 0,01 por ciento (véase “Reactivos,
solucidn salina,” Reacerones de Kolmer, pag. 55).

3. Administrense dos inyecciones Intravenosas de 1 ml. de suspensidn de
104
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Cuadro 1. Plan de Injecciones

Dia Dosis Via de inoculacién Material inyectado
{ml.}

1 0,5 Intracutinea Sangre total

3 1,0 lntracutinea Sangre total

5 1,5 [ntraculdnca Bangre total

7 2,0 Intraculdncs SBangre tolal

] 2,5 Intracutdnes Sangre lotal
12 1,0 Intravenosa Células lavadas al 209%
15 1,0 Intravenosa Células lavadas al 209
18 sangrado de

prueha

glébulos de carnero al 20 por ciento tres dias después de haberse aplicado
la tltima inveccidn de sangre total de carnero. Véase cuadro 1.

6. Las sangrias de prucba se hacen, comenzando 3 dias después de la
segunda inyeccidn intravenosa, por puncidn de la vena marginal de la oreja
con un estilete ¥ recolectundo en un tubo pequefio aproximadamente 1,0
ml. de sangre.

7. El suero sc separa por centrifugacion después que la coagulacién se ha
completado.

8. Cada suero de conejo se titula, en cuanto a su contenide de hemolisina,
por el méiodo descrito en la téenica de fijacidn de complemento de Kolmer
(pigs. H9-63).

9. Desdngrense los conejos que tengan una unidad de titulacion de hermoli-
sina en la dilucidn al 1:5.000 ¢ mayor,

10. Sepirense los sueros de los codgulos, mézelense v presérvense por medio
de la adicién de un volumen igual de glicerina.

En el Labaoratorio de Investigaciones de Enfermedades Venéreas se conserva
la hemolisina por liofilizacién. Se deshidratan partes alicuotas de 4 ml. que
se gellan en una atmdslera de nitrdgeno v se guardan en el refrigerador.
Para usarla, se abre una ampolleta y la hernolisina desceada se disuelve en
4 ml. de agua destilada. El material reconstituido se disuelve adn mis con
un volumen igual de glicerina y se guarda en el refrigerador.

11. Repitanse las Inyecciones intravenosas de células lavadas al 20% cn los
conejos que muestren titulo bajo de hemolisina, como se describe en el
parrafo 5, y contimdese después en la forma indicada en los pérrafos 6,
7,8,9 v 10.

Ia solucién madre de hemolisina glicerinada {50 por ciento) se puede con-
gervar a la temperatura del refrigerador por largos periodos de tiempo con
poca pérdida de reactividad. Se observard nna disminueién mds rdpida del
titulo en las soluciones de hemoligina diluida. Cuando la disminucién de
titulo es considerable o se observa precipitado en 1o hemolisina diluida, se

105



debe desechar este reactivo y prepararlo de nuevo a partir de la hemolisina
madre.

Pueden también causar unu rapida disminucidn del titulo de la hemolisina,
cl complemento, las eélulas de carnero o las soluciones salinas que se usan.
En estos casos se deben hacer pruebas comparatlvas para determinar cudl
es el reactivo deficiente. .

Preparacion y Preservacion del Complemento

T.a sangre de cobayo puede poseer aclividad de complemenio inferior al
minimo o superior al maximo preserito. Los bajos titulos dc complemento
pueden ser producidos por inadecuada alimentacién o alojamiento de los
animales o, mis cominmente, debido a la pérdida de reactividad durante la
congervacidn del suero de cobayo. El suero-complemento, conservado en
forma liquida {con la adicién de preservativo) a temperatura de refrigera-
eitin o en estado congelado, debe estar debidamente protegido contra la
desecacidn parcial como resultado de la evaporacidn. Las cantidades alicuo-
tas suficientes para un dia de uso sc deben colocar en recipientes apropiados,
a fin de evitar la destruccidn del complemento debido a los deshielos y
congelaciones repetidas.

Algunos téenicos se engafan al restituir el suerc-complemento deshidratado
a s6lo la mitad o a las dos terceras partes del volumen original, v omitiendo
luego el factor de concentracion del suero al caleular 1a dilucidn del comple-
mento. En esta forma, el sucro subestandar puede aparecer adecuadamente
reactivo. Dicha prictica, que se usa para evadir las restricciones técnicas,
no es aconsejable.

Los sueros de cobayos individuales pueden poseer complemento en titulo
mnds alto que el dptimo para algunas téenicas. La mezecla de suero de varios
cobayos evita dc ordinario esta condicidn.

Los antigenos de cardiolipina-lecitina estén libres de la fraccidn causante de
la fijacidn no especifica del complemento a baja temperatura. El ensayo
previo de los sueros de cobayo y el uso de la clara de huevo se omiten,
por lo tanto, cuando se cmplea esta clase de antigena.

Preparacion

1. Escéjanse tres o més cobayos grandes y sanos, machos.

2. Con jeringa y agnja extriiganse 5 ml. de sangre del corazén y coldguense
en tubos individnales numerados.

3. Después que la sangre ha coagulado a la temperatura ambiente, desprén-
dase del tubo con un aplicador de madera y manténgase en refrigeracion
por lo menos durante una hora.

4. Centriftguese y sepirese del codgulo cl suero claro.
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5. Mézclenge los sueros de todos los tubos, centrifdguense de nuevo y
guirdense.

0, P
6. 51 hay que desangrar a los animales, sc deben atontar primero para
anestesiarlos, luego se cortan las venas yugulares externas v se recoge la
sangre en placas de Petrl o en tubos de centrifuga de 50 ml.
7. Déjese coagular durante 1 hora a temperatura ambiente.

8. Despréndase el codgulo de la pared dcl recipiente v sométase a refrigera-
cion durante ung o dos horas,

9. Deedntesc el suero v filtrese por gass; luego contriftiguese, mérclese
el suero claro, v almacénese.

Conservacion
Méiodo 1I.—Se deshidrata el suero-complemento congelado, al vacio, por
los métodos de Hofilizacién o “cryochem® !

Método 2.—Se agrega una parte igual de la siguiente solucidn al suero-
complemento:

Acetato de sodio. . . ..o 12 gm.
Acido bATico. ... 4 gm,
Agua destilada esterilizada. ... ... ... ... 100 ml.

Para cl uso, diliiyase 1 ml. de suero-complemento conservado con 14 ml,
de solucidn saling para prepurar una dilucién al 1:30. Consérvese en el
refrigerador.

Método 3.--Agréguese 1,0 gm. de cloruro de sodio por cada 10 ml. de suero
de cobayo. Consérvese bajo refrigeracién.

Método 4.~Congélese el suero-complemento y manténgase en estado eon-
gelado hasta que vaya a usarse.!

Uso del Mertiolato como Bacteriostitico

Las mucstras de suero ¢ de liquido eéfalorraquideo muy contaminadas
no son satisfactorias para los andlisis seroldgicos destinados a investigar
sifilis. Los efectos sobre los resultados seroldgicos de la contaminacidn
bacteriana de los liquidos orgdnicos no son previsibles.

Aun cuando el liquido céfalorraquideo es obtenido de ordinario con un
cuidado razonable, por lo que sc reficre a su esterilidad, muchos liquidos
remitidos por correo a los laboratorios centrales, especialmente durante
los meses calurosos del afio, muestran a su llegada evidencia de gran con-

1Fn el laboratorio de Investigaciones de Iinfermedades Venéreas se agregan 2
gin. por ciento de acelato de sodio (A.C.8.) al sucro-complemento antes de la deshi-
dratacitn o almacenaje en estado congelado.
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taminacidn bacteriana. La climinacién de las bhacterias en los liquidos
céfalorraquideos contaminados mediante la centrifugacidn o la filtracién cs
incfectiva, ya que algunos de los productos del metabolismo bacteriano
son solubles y los cambios producidos en los componentes del liquido
eélulorraquideo original no pucden ser corregidos o compensados.

Fl uso del mertiolato como agente hacteriostitico para la preservacidn
del liquido céfalorraquideo ha sido dado a conocer {4). Este compuesto
(etil-mercuritio-salicilato de sodio)? inhibe el erecimiento bacteriano sin
intervenir en el mecanismo de los andlisis seroldgicos usuales para investigar
sifilis, ya sea a través de aceidn quimica o por la introduceidn de un factor
de ditucion. Ademds, su presencia no afecta a los resultados obtenidos con
los métodos turbidimétricos para determinar la proteina total en los liquidos
céfalorraquidens. Sin embargo, la prueba de inmovilizacidn del Treponema
pallidum (TPL) v algunos de los procedimientos de andlisis guimico, como
el micro-Kjeldahl y el equivalente de tirosina, no se pueden realizar satis-
factoriamente cuando este compuesto se halla presente en el liquido céfa-
lorraguideo o en el suero. También la reaccién del oro coloidal puede sufrir
alteracidn por el mertiolato.

Los tubos eon mertiolato para la recoleccidn de muestras pueden prepararse
en la siguiente forma:

1. Preparese la cantidad neccsaria de solucién de mertiolato ¢l dia en que
vaya a ser usada, por adicidn de 1 gm. de polvo de mertiolato para cada
100 ml. de agua destilada. No deben usarse las tinturas o soluciones comer-
ciales yu preparadas, )

2. Depositese 0,1 ml. de solucién acuosa de mertiolato al 1 por ciento en el
fondo de tubos de 13 x 100 mm,

3. Coléquense los tubos en un desceador al vacio sobre cloruro de calelo,
4 temperatura ambiente y protegidos de la luz. La deshidratacidn termina,
habitualmente en 24 horas o menos, si se obticne un vacio adeeuado.

4. Prepéirense corchos parafinades sumergiéndolos en parafina caliente,
pero no humeante, durante un minuto, y eliminese el exeeso de paralina de
los corchos haciéndolos rodar sobre una tela mientras estan calientes.

5. Sdquense los tubos del desccador y tapeselos herméticarmente con los
corchos parafinados. .

6. Guirdense los tubos en la obscuridad. En esas condiciones podran sor
usados durante varios meses.

La concentracidn de mertiolato que se obtiene cuando se afade a estos
tubos de 2,0 ml. a 8,0 ml. de liguide céfalorraquiden es suficiente para
inhibir el erecimicnto bacteriano.

Los tubos méis pequefios (12 x 756 mm.), preparados en esta forma y que

2 [ily Lily and Co., Indianapolis, lne.
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contienen 1 meg.. de mertiolato, son adecuades para el envio de 2,0 ml a
4,0 ml, de sucro.

Determinacion Cuantitativa de la Proteina del
Liquido Céfalorraquideo (5, 6)

Equipo

1. Colarfmetro fotocléetrico.

2. Cubetas para colorimetro fotoeléctrico, capaces de contener volitmencs
dc 5 ml. 0 menos.

Cristaleria

1. Tubos de ensayo, 13 x 100 mm. (dimensiones exteriores).

Reactivos

1. Solucidn de dcido tricioroacético al 10 por ciento
Disudlvanse 10 gm. de dcido tricloroacético (C.12.) en 100 ml. de agua
destilada. Filtrese en frascos con tapdn de cristal v consérvese u la
temperatura ambiente.

2. Suero estandar
Escojase suere que esté libre de marcada contaminacién bacteriana o
hemdélisis, v delerminese la conecntracidn total de proteina por medio
del andlisis Kjeldahi.

Preparacion del Ligquido Céfalorraquidco
Centrifiguese y decinfese el liquido céfalorraquideo. Los liguidos que

prosentan contaminacidon visible o considerable cantidad de sangre no re-
sultan satisfactorios para el andlisis.

Ejecucion de lu Prueba

1. Coléquense con pipeta 2,5 ml. de liquido célulorraguidec® en un tubo de
cnsayo de 13 x 100 mm.

Cada vez que se ejecuta la prucba debe incluirse una solucién de proteina
de concentracién conocida.

2, Agréguense 2,5 ml, de solucion de deido tricloroacético al 10 %.

3. Inviértase el tubo dos veces para mesclar ¢l contenido. Kvitese hacer
espuma.

3 Las eantidades menores de liguido céfalorraguiden se pucden analizar en la
misma proporeién, siempre que el colorimetire lotoeléetrice empleado sen adaptable

al uso de cubetas mis pequeday.
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4. Déjesc ¢l tubo en reposo durante 10 minutos en bafo de Marfa a 37°C.

5. Inviértase de nuevo el tubo y viciese el Hquido en la cubeta del colori-
metro fotocléetrico.

6. Determinese ¢l poreentaje de trasmision de Ia luz en una longitud de
onda de 420 mu. con la muestra en estudio, usando un tubo de control con
agua a una trasmisicn de 100 por ciento.

7. Conviértase el porcentaje de trasmision de la muestra cn estudio a
miligramos por ciento de proteina total, usando una grifica de calibracidn.

Notu: 8t los Uguidos céfalorraquideos contienen conceniraciones de protetna
mayores de 60 mg. por ciento, se deben diluir adecuadamente con solucidn
de cloruro de sodio al 0,9 por ciento y analizarlos de nuewo. Losvalores obienidos
de la grdfica de calibracion se mulliplican entonces por el fuctor de dilucion.

Preparacioén de la Grafica de Calibraciéon

1. Preparense soluciones de proteina al 10, 20, 30, 40, 50 y 60 mg. por ciento,
a partir del suero estdndar.

Ejemplo:
&i el contenido de proleina del suere (Kjeldahl) es de 7325 mg. por ciento, para
cneontrar el factor de dilucidn para cl estdndar de 60 mg. por ciento se divide
7325 por 60.

7325
o0 122 6 sea cl fuetor de dilueidn.
Por lo tanio, una parte de suere se diluye en 121 parles de solucidn de
elorure de sodio al 0,9 por cienlo para hacer wna solucidn esidndar de

60 myg. por cienlo.

2, Analicese cada solucion estdndar cn la misma forma deserita para el
liquido eéfalorraquideo (véase Ejecucién de la Prueba, pig. 109).

3. Traslidense los valores de trasmisién de la luz asi obtenidos a papel’

semilogaritmico.
4. Tricese una linea a través de los puntos de 1a grifica.

5. Se puede también preparar una tabla de conversidn que contenga los
valores tolales de proteina para cada posible lectura de trasmisién de luz.
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