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REACCIONES DE AGLUTINAClON AUTOMATIZADAS PARA LA 
DETECCION DE ANTIGENO AUSTRALIA, ANTICUERPOS 
ANTIPOLISACARIDOS DE T. CRUZ/ Y ANTICUERPOS CONTRA 
ANTIGENOS FLAGELARES DE SALMONELLA’ 

Carlos Augusto Pereira, * Igor Mimica Mimica* y Augusta Kiyomi Takeda3 

c 

Se describe un procedimiento que permite el procesamiento nutomnti- 
zndo de muestras de sueros pal-n detectar anticuerpos vinculados con In 
enfermedad de Chczgas, In hepntitis y las infecciones debidas n Salmo- 
nella. G,a&s n este procedimiento automatizado sería posible efectunr 
ahorros significativos de tiempo y esfuerzo en aquellos casos en que se 
debe procesar un gran número de muestras. 

Introducción 

Los trabajos que se describen en el pre- 
sente artículo se realizaron con objeto de 
formular una técnica automatizada unifor- 
me para efectuar varias evaluaciones se- 
rológicas que revisten importancia en esta 
parte del mundo. Se abriga la esperanza 
de que esta técnica permita realizar di- 
chas evaluaciones con mayor rapidez y 
menor costo. 

Ya se han descrito y utilizado algunas 
técnicas para la detección y análisis del 

1’ antígeno Australia, los anticuerpos anti- 
‘~Trypanosoma 
I 

cruzi y los anticuerpos contra 

i 
antígenos flagelares de Salmonella. En su 
mayor parte estas técnicas son relativa- 
mente sencillas y producen resultados con 
un grado suficiente de especificidad y sen- 
sibilidad. Con todo, carecen de la veloci- 
dad que sería de desear en actividades en 

’ Se publica también en inglés en el BuUelin of Ihe Pan 
Atnencan Health Organzzntion, Val. 12, No. 4, 1978. 

2 Profesor de Microbiología e Inmunología, Facultad de 
Ciencias Médicas de Santa Casa de Sào Paulo, Brasil. 

3 Inmuni>loga, Instituto Adolfo Lutz, Sáo Paulo, Brasil. 

las cuales se debe procesar un gran núme- 
ro de muestras, como en las investigacio- 
nes epidemiológicas o en los trabajos de 
selección sanguíneos realizados por los de- 
partamentos de serología de los bancos de 
sangre, a fin de impedir la transmisión 
de agentes mórbidos. 

Con el objeto de formular una técnica 
más rápida se resolvió adaptar el equipo 
automatizado Technicon Autoanalyser, 
que ha sido diseñado para procesar reac- 
ciones serológicas para la detección de sí- 
filis (8). Anteriormente otros grupos de 
investigadores habían estudiado y modifí- 
cado este sistema automatizado con el fin 
de realizar pruebas uniformes adicionales 
(4, 6, 9). Este trabajo tuvo por objeto, en 
primer término, introducir algunas mo- 
dificaciones operativas en el sistema y, 
segundo, adaptar dos pruebas (la prueba 
de hemaglutinación pasiva y la prueba de 
aglutinación bacteriana) al sistema modifí- 
cado. Seguidamente, se realizaron pruebas 
de anticuerpos Australia, anticuerpo anti- 
T. cruzi y anticuerpo contra antígenos flage- 
lares de Salmonella, con objeto de determi- 
nar si el sistema modificado podía realizar 
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estas pruebas de manera confiable con más 
facilidad y rapidez que con las técnicas 
manuales. 

Para la detección de anticuerpos antipo- 
lisacáridos de T. cruzi se realizaron pruebas 
de hemaglutación pasiva automatizada, 
hemaglutinación pasiva manual y fijación 
del complemento manual, con muestras de 
sueros obtenidas de 60 sujetos con enfer- 
medad de Chagas y 14 sujetos de control. 
La hemaglutinación pasiva automatizada 
se usó, también, para detectar el antígeno 
Australia en 50 muestras de suero de do- 
nadores de sangre, cuyos resultados se so- 
metieron luego a una comparación cualita- 
tiva y cuantitativa con los de otras dos 
pruebas: la hemaglutinación pasiva ma- 
nual y la contrainmunoelectroforesis. 
Además, los anticuerpos contra antígenos 
flagelares de Salmonella se analizaron me- 
diante aglutinación bacteriana automati- 
zada, y los resultados del procedimiento se 

Materiales y métodos 

Equipo 

En la figura 1 se muestra un diagrama 
del sistema Technicon modificado que se 
utilizó para realizar todas las pruebas au- 
tomatizadas. 

Pruebas de aglutinación bactetiana * 

En las pruebas de aglutinación bacte- 
riana, manuales y automatizadas, se em- 
plearon 197 muestras de suero provenien- 
tes de donadores de sangre normales. To- 
das las muestras de suero se recolectaron 
en condiciones asépticas y se mantuvieron 
a una temperatura inferior a -2OOC hasta 
el momento de su utilización. Treinta y 
nueve de estas muestras de sueros se pro- 
baron contra el antígeno flagelar b de Sal- 
monella paratiphi B; 43 contra el antígeno 

compararon con los obtenidos con la téc- 
nica manual que comúnmente se usa 

flagelar-i deSalmonella aberdeen; 35 contó 
con el antígeno flagelar 1.2 de Salmonella mo- 

esta finalidad. rotai; 39 contra el antígeno flagelar mt de 

FIGURA i-Flujograma de las operacrones 
pruebas automatizadas. 
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Salmonella oranienburg, y 41 contra el antí- 
geno flagelar d de Salmo,nella Qphi. 

Como antígeno se emplearon salmone- 
las suspendidas en formaldehido. En las 
pruebas manuales se utilizaron antígenos 
sin colorear; en cambio, para las pruebas 
automatizadas los antígenos se colorearon 
del siguiente modo: se añadió cristal vio- 
leta (0.2 ml) a 10 ml de antígeno, y la mez- 
@la se centrifugó cuatro veces, a 5,000 rpm 
durante 15 minutos cada vez. El producto 
final se resuspendió en 5 ml de una solu- 
ción salina al 0.9% que contenía fucsina 
básica al 1%. 

Las pruebas automatizadas se realizaron 
con el equipo antes mencionado (figura 1) 
y las manuales mediante la combinación de 
sueros y antígenos suspendidos en placas y 
observando la ocurrencia de aglutinación. 

Pruebas de hrmaglutinación pasiva 

* 
En las pruebas de hemaglutinación pa- 

siva, utilizadas para detectar anticuerpos 
de T. cruzi y antígeno Australia, se emplea- 
ron eritrocitos humanos tratados con for- 
maldehido y ácido tánico. Los eritrocitos 
utilizados para el anticuerpo de T. cruzi 
(obtenidos de sangre tipo 0, factor Rh ne- 
gativo), se sensibilizaron con antígeno de 
Trypa,aosoma polisacárido; mientras que los 
empleados en las pruebas del antígeno 
Australia se obtuvieron en forma de un 

,/ producto sensibilizado y liofilizado (Hepa- 

r 

nosticon@ obtenido del laboratorio co- 
mercial Organon Ltda (5). Este último 

’ producto se utilizó al doble de la concen- 
tración recomendada en las pruebas auto- 
matizadas y a la concentración recomen- 
dada en las pruebas manuales. 

Ambos conjuntos de pruebas automati- 
zadas se realizaron con el equipo antes 
mencionado (figura 1). En las pruebas de 
hemaglutinación manual de anticuerpo de 
T. cruzi se emplearon placas de microtitu- 
lación de acuerdo con la técnica descrita 
por Takeda et al. (7). En las pruebas del 

antígeno Australia se empleó la técnica 
normalizada por Organon Ltda; aparte de 
la concentración de eritrocitos, en las 
pruebas manuales y automatizadas del an- 
tígeno Australia se utilizaron los mismos 
reactivos. 

Pruebas de fgación del complemento 
para anticuerpo de T. cruzi 

Esta prueba se realizó de acuerdo con la 
técnica descrita por Almeida (1). En este 
método se evalúan las reacciones en térmi- 
nos del suero (o antígeno) necesario para 
producir una lisis de 50%, como lo indica 
un par de curvas isohemolíticas trazadas 
mediante coordinadas aritméticas. La téc- 
nica se ha descrito en su totalidad en el 
trabajo original. Los reactivos empleados 
en esta prueba, incluyendo el antígeno me- 
tílico, el complemento, los eritrocitos y la 
hemolisina, se obtuvieron de los proveedo- 
res usuales de estos productos. 

Contrainmunoelectroforesis para detectar 
el ant2geno Australia (CIE) 

Esta prueba se realizó en placas de agar 
gelatina con la técnica, los reactivos y el 
equipo comunes especificados por la Hy- 
land Division de Travenol Laboratories 
(3). 

Resultados 

Los resultados de las pruebas manuales 
y automatizadas de hemaglutinación para 
anticuerpo de T. cruzi fueron idénticas. En 
el cuadro 1 se presenta una comparación 
de estos resultados con los obtenidos me- 
diante la fijación manual del complemento 
de kas mismas muestras de sueros. 

En el cuadro 2 se muestran los resulta- 
dos cualitativos de las tres clases de prue- 
bas realizadas para detectar el antígeno 
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CUADRO I-Comparación de los resultados cualitativos obtenidos con pruebas automatizadas y ma- 
nuales de hemaglutinación pasiva y fijación del complemento de anticuerpos antipolisacáridos de T. cruzi 

Números total 
de sueros 

Hemaglutinación 
automatizada y 

manual 

+ 

Fijación del 
complemento 

+ - 

Sueros de pacientes con 
enfermedad de Chagas 

Sueros de sujetos 
de control 

60 56 4 58 2 

l 

14 0 14 0 14 I 

Australia. Asimismo, se efectuó una com- 
paración cuantitativa de títulos obtenidos 
con nueve sueros, cuyos resultados se indi- 
can en el cuadro 3. A fm de evitar reaccio- 
nes positivas falsas, todas las muestras de 
sueros puestas a prueba se sometieron aun 
tratamiento ulterior con Hepanosticon’a 
absorbente y a continuación fueron nue- 
vamente probadas contra eritrocitos sensi- 
bilizados con anticuerpos contra el antí- 
geno Australia. Este procedimiento no re- 
veló ninguna reacción positiva falsa ni títu- 
los inferiores a los registrados previa- 
mente. 

En el cuadro 4 se indican los resultados 
de los dos conjuntos de pruebas de agluti- 
nación bacteriana realizados para detectar 
anticuerpos contra antígenos flagelares de 
Salmonella. 

Discusión 

Prueba.) de hemnglutinación 

Se han descrito distintas técnicas con el 
objeto de facilitar la detección del antígeno 
Australia y los anticuerpos contra T. cruzi. 
Se ha observado, sin embargo, que se plan- 
tean dificultades cuando algunas depa 
dencias, como los departamentos de sero- 
logía de bancos de sangre, deben procesar 
un gran número de muestras. Ajuicio de 
los autores, esas necesidades se pueden sa- 
tisfacer de manera óptima con la hemaglu- 
tinación pasiva automatizada. 

Analizando los resultados obtenidos 
hasta la fecha se llega a la conclusión que la 
prueba de hemaglutinación pasiva auto- 
matizada para la detección de anticuerpo 

CUADRO 2-Comparación de los resultados cualitativos obtenidos con pruebas automatizadas y ma- 
nuales de hemaglutinación pasiva y contrainmunoelectroforesis de antígeno Australia. 

Pruebas de hemaglutinación pasiva 

Número de 
Automatizadas Manuales 

sueros + - + 

Positivas CIEa por 40 39 1 39 1 

Negativas por CIE” 10 2 8 1 9 

a Contrainmunoelectroforesis. 

l 
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CUADRO 3-Comparación de títulos obtenidos mediante el ensayo de nueve muestras de sueros de 
antígeno Australia con hemaglutinación pasiva automatizada y manual y contrainmunoelectroforesis. 

Títulos obtenidos de: 

Número de la 
muestra de suero 

Contrainmuno- 
electroforesis 

Hemaglutinación pa- 
siva automatizada 

Hemaglutinación pa- 
siva manual 

4 16 16 
4 16 8 
8 8 8 

16 64 16 
16 64 16 
16 32 32 
32 32 16 
32 32 32 
64 64 32 

CUADRO 4-Comparación de los resultados cualitativos obtenidos con pruebas automatizadas y ma- 
nuales de aglutinación de anticuerpos contra antígenos flagelares de S&~~on~lln. 

Resultados de las pruebas 

Número de 
c 

Aglutinación manual Aglutinación automatizada 
Antígeno flagelar sueros 

de Snlmonelln probados + f 

b 39 28 11 26 13 
i 43 33 10 32 11 

1.2 35 30 5 30 5 
mt 39 18 21 16 23 
d 41 21 20 19 22 

Total 197 130 67 123 74 

anti T. cruzi y antígeno Australia es especí- 

!P f 
rca, muy precisa y sumamente rápida. 

,, Respecto de este último punto, cabe decir 
que el equipo puede efectuar 100 deter- 
minaciones por hora, en tanto que por los 
métodos manuales se requiere tres o más 
horas para realizar 1~ misma tarea. Esta di- 
ferencia reviste importancia cuando se de- 
ben procesar muchas muestras. 

Si bien se debe obrar con cuidado al 
preparar eritrocitos para la prueba de an- 
ticuerpo de T. cruzi, el procedimiento no es 
difícil. En cuanto a la prueba de antígeno 
Australia, es de señalar que la disponibili- 

dad de eritrocitos preparados comercial- 
mente coadyuva a asegurar tanto la exacti- 
tud deseada como la reproductibilidad ul- 
terior de los resultados. 

Los resultados de ambas pruebas auto- 
matizadas se pueden interpretar con más 
facilidad y precisión que los de 1;~s pruebas 
manuales, por cuanto la reacción positiva 
produce una coloración marrón oscura en 
la cinta de papel de filtro que se distingue 
con facilidad de la reacción negativa. 

En general, los autores estiman que estas 
técnicas de hemaglutinación automatizada 
se addptan bien a las necesidades de los 
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servicios de serología de los bancos de san- 
gre que quieren prevenir la transmisión de 
enfermedades de los donadores de sangre, 
como la enfermedad de Chagas y la hepati- 
tis sérica. Asimismo, se estima que otras 
técnicas de hemaglutinación se pueden 
adaptar de manera efectiva al sistema au- 
tomatizado empleado. 

Aghtinnción bacteriana 

Con las pruebas automatizadas de anti- 
cuerpos contra antígenos flagelares de 
Saknowlla se obtuvieron resultados análo- 
gamente favorables, esto es, se observó que 
la técnica era precisa, específica y rápida, y 
que permitía hasta 100 determinaciones 
por hora. Por lo común, con los métodos 
manuales se requiere aproximadamente el 
doble de ese tiempo para efectuar 100 de- 
terminaciones. Como en los casos anterio- 
res, este ahorro en tiempo parecería cons- 
tituir una ventaja importante en activida- 
des tales como las investigaciones epide- 
miológicas, en kas cuales se debe efectuar 
un gran número de determinaciones. La 
preparación de antígeno coloreado antes 
descrita para esta prueba automatizada es 
un procedimiento muy sencillo que no in- 
volucra una pérdida significativa de efi- 
ciencia 0 tiempo. 

También en este caso los resultados se 
pueden interpretar fácilmente y con más 
precisión que los de las pruebas manuales; 
los resultados positivos colorean el papel 
de filtro con una tonalidad azul y los resul- 
tados negativos con una tonalidad roja. 

Condel-aciones finales 

Con relación a los costos de laboratorio 
del equipo automatizado, la experiencia en 
el procesamiento de un gran número de 
muestras ha indicado que los ahorros de 

tiempo y horas-hombre justifican los costos 
respectivos. Los autores estiman que se 
podrán formular técnicas automatizadas 
similares para detectar anticuerpos contra 
otros agentes mórbidos. Se proyecta conti- 
nuar los trabajos que se describen en el 
presente artículo con un estudio cuantita- 
tivo de las pruebas descritas y, además, con 
la investigación de otros sistemas 
antígeno-anticuerpo, con la finalidad de 
promover la investigación y los trabajos de 
evaluación que ahora se ven obstaculizados 
por la dificultad de procesar grandes nú-, 
meros de muestras. 

Resumen 

En el presente artículo se describen la 
formulación y puesta a prueba de un sis- 
tema automatizado para detectar antígeno 
Australia, anticuerpos contra Trypa>aosoma 
cruzi y anticuerpos contra antígenos flag@ 
lares de Salmolzella. Las técnicas básicas un- 
lizadas fueron la hemaglutinación pasiva 
en los dos primeros casos y 1‘1 aglutinación 
bacteriana en el tercero. En los tres proce- 
dimientos se empleó una versión modifi- 
cada del equipo automatizado que actual- 
mente se destina a la detección de sífilis. 

Los ensayos pusieron de manifiesto que 
los nuevos métodos automatizados produ- 
cían rápidamente resultados específicos y 
de fácil interpretación. Estas pruebas se 
realizaron con sueros de 50 donadores de I 
sangre para la detección del antígeno Aus- 
tralia, sueros de 60 pacientes con enfer- ’ 
medad de Chagas y 14 sujetos de control 
para la detección del anticuerpo de T. cruzi ‘r 

y sueros de 197 donadores de sangre para 
la detección de anticuerpos contra antíge- 
nos flagelares de Satmo~aella. Se concluyó 
que las nuevas técnicas tienen ventajas de- 
finidas cuando se procesan gran número 
de muestras y que, al parecer, son apro- 
piadas para las actividades de selección en 
los bancos de sangre y en las investigacio- 
nes epidemiológicas. q 
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Automated agglutination reactions for detection of Australia antigen, T. cruzi 
antipolysaccharide antibodies, and anti-Sa/mone//a flagellar antibodies (Summary) 

’ This article describes the development and 
testing of automated systems for detecting 

rapid results. These trials rvere conducted with 
sera from 50 blood donors for detection of 

Australia antigen, antibodies against Trypa120- 
soma cruzi, and anti-.Snlmo~~elln flagellar antibo- 

Australia antigen, sera from 60 Chagas’ disease 
patients and 14 control subjects for detection 

dies. The basic techniques used were passive of antibody against T. c~uzi, and sera from 197 
hemagglutination in the tirst two instances and blood donors for detection of anti&lmonelln 
bacteria1 agglutination in the third. Al1 three flagellar antibodies. It was concluded that the 
procedures employed a modified version of 
automated equipment currently used to detect 

new techniques offer definite advantages if 
large numbers of samples are being processed, 

syphilis. and that they seem well-suited to use in blood 
Trials indicated that the new automated 

merhods provided specific, easily readable, and 
bank screening activities and epidemiologic in- 
vestigations. 

J 

Reacóes de aglutina@0 automatizadas para deteccáo do antígeno Austrália, 
anticorpos antipolissacarídeo de T. cruzi e anticorpos flagelares anti-Sa/mone//a 

(Resumo) 

Neste artigo descrevem-se a formulacão e contra Tr@nosomn cruzi e anticorpos flagelares 
submissáo à prova de um sistema automatizado anti-Snlmonella. As técnicas básicas que se usa- 
para detectar antígeno Austrália, anticorpos ram foram a hemaglutinacáo passiva nos dois 

l 
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primeiros casos e a aglutinacao bacteriana no 
terceiro. Nos tres procedimentos usou-se urna 
versáo modificada do equipamento automati- 
zado que se emprega atualmente na deteccão 
da sífilis. 

Os testes realizados mostram que os novos 
métodos automatizados produzem rapida- 
mente resultados específicos e de interpretacao 
fácil. Fizeram-se os testes com soros de 50 
doadores de sangue para a deteccáo do antí- 
geno Austrália; soros de 60 pacientes com 

doenca de Chagas e 14 sujeitos de controle 
para a deteccáo do anticorpo de T. cruz<e so- 
ros de 197 doadores de sangue para a deteccão 
de anticorpos flagelares anti-Salmonella. 
Chegou-se à conclusáo que as novas técnicas 
oferecem vantagens definitivas quando se pro- 
cessam grandes números de amostras e que 
parecem ser de uso apropriado para as ativi- 
dades de selecão tanto nos bancos de sangue 
como nas pesquisas epidemiológicas. 

Automatisation des réactions d’agglutination pour la détection d’antigène Australie, 
d’anticorps anti-polisaccharides de T. cruzi et anti-flagelle de Salmonella (Résumé) 

Dans cet article sont décrits la technique et 
les essais de systèmes automatisés pour mettre 
en évidence la présence d’antigene Australie, 
d’anticorps anti-Trypanosoma cruzi et anti- 
flagelle de Salmonella. Les techniques de base 
employées ont été, dans les deux premiers cas, 
l’hemagglutination passive, et dans le dernier 
cas, I’agglutination bactérienne. Toutes les me- 
sures ont été faites à l’aide d’une version modi- 
fiée de I’équipement automatisé employé pour 
la detéction de routine de la syphilis. 

Ces nouvelles méthodes automatisées four- 
nissent des résultats rapides, spécifiques et 

d’une interprétation facile. Les essais ont été 
faits sur 50 sérums pour la détéction d’anti- 
gene Australie, sur un échantillon de 60 sé- 
rums pour la maladie de Chagas, le lot témoin 
étant constitué par 14 individus normaux, et 
sur le sérum de 197 donneurs pour la détec- 
tion d’anticorps anti-flagellaires de Salmonella. 
II est con& que ces nouvelles techniques of- 
frent des avantages certains si le nombm 
d’échantillons à analyser est considérable, et 
qu’elles semblent propres au triage des ban- 
ques de sang et aux enquêtes épidémiologi- 
ques. 


