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1. INTRODUCCION 

, Aunque aparentemente no es específica la reacción de Weil-Felixl 
constituye un m&odo digno de coníianza para el diagnóstico de labo- 
ratorio de los tifos y otras rickettsiasis. Además, los estudios que se 
basan en la especificidad de las lesiones, tales como el examen histolbgico 
de las de la piel, sugerido por Fraenke12 en 1914; y la inoculación de 
cobayos con sangre de los enfermos, descrita por Nicolle en 1911, 
aunque importantes para el diagn;nóstico, no pueden practicarse como 
métodos corrientes. Se ha probado que no tienen valor diagnbstico la 
fijación del complemento con extractos específicos sugerida por Cathoire” 
en 1910, y por MarkV en 1913, y la reacción de la globulina descrita por 
Weltma& en 1916. Sin embargo, estudios más recientes de Bengtson’ 
y Bengtson y Toppingasg indican que la fijación del complemento con 

* Traducido al español por el Dr. J. A. Montoya, Epidemiólogo de la Oficina 
Sanitaria Panamericana, de la obra “Diagnostic Procedures & Reagents,” Za. ed., 
pp. 232-246, con permiso de la casa editorial Ameritan Public Health Association 
(Asociación Americana de Salud PGblica), 1790 Broadway, New York 19, N. Y., 
E. U. A. 

1 Weil, E., y Felix,‘A.: Zur serologischen Diagnose des Fleckfiebers, Wien. 
klin. Wchnschr., 29: 33, 1916 (Tomado de la obra de Topley, W. W. C. y Wilson, 
G. S.: The Principles of Bacteriolow and Immunity, Wood, 1929, p. 1208). 

2 Fraenkel, Von Eugen: Ueber Fleckfieber und Roseola, Munchen med. 
Wchnschr., 61: 57, 1914. 

3 Nicolle, C., Conseil, E. y Conor, A.: Le typhus expérimentale du cobaye, 
Compt. rend. Atad. d. SC., 152: 163, 1911. 

4 Cathoire, E.: Recherche de la deviation du complément dans le typhus 
exanthcmatique, Compt. rend. Soc. de biol., 69: 117, 1910. 

6 Markl. Beitrag zur serologischen Diagnose des Fleck-typhus, Wien. klin. 
Wchnschr., 26: 1234,1913. 

6 Weltmann, Oskar : Die Triebungreaktion nebst Beobachtungen uber die 
Widal-und Weilsche Reaktion bei Fleckfieber, Wien. klin. Wehnschr., 29: 573,1916. 

7 Bengtson, Ida A.: Complement Fixation in Endemic Typhus, Pub. Health 
Rep., 56: 649-653,1941. 

* Bengtson, Ida A., y Topping, Norman H. : The Specificity of the Complement 
Fixation Test in Endemic Typhus Fever Using a Rickettsial Antigen, Pub. Health 
Rep., 56: 1723-1727, 1941. 

g Bengtson, Ida A., y Topping, Norman H.: Complement-Fixation in Rick- 
ettsial Diseases, Am. Jour. Pub. Health, 32: 48-58, 1942. 
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antígenos de rickettsias, si es de valor en el diagnbstico diferencial de 
algunas infecciones producidas por estos gérmenes. 

Weil y Felix’ observaron que una cepa de Proteus vzc&r2s, aislada 
de la orina de un tifoso, era aglutinada a un alto título no ~610 por el 
suero del enfermo sino también por el de otros individuos que padecfan 
de tifo. Fletcher y Lesslarlo estudiaron en 1926 una serie de casos de 
tifo en los Estados Federados de Malaya. El suero de la mitad de los 
casos dió Weil-Felix positiva, pero el de la otra mitad no aglutinó la 
clásica cepa del X19 Proteus vulgar+, pero sf una variante (Kingsbury- 
Proteus vulgaris XK). La variante Kingsbury discrepa de las cepas 
clásicas X19 en que no fermenta ni la maltosa ni la sacarosa, no produce 
indo1 y resulta diferente serológicamente cuando se comprueba con el 
método de la aglutinación directa. 

En 1920 Weil y Felix’l demostraron que el aglutinógeno de la Rickettsia 
del tifo es idéntico al principal receptor específico (receptor “O”-somá- 
tico) del Proteus X19, y que por consiguiente las aglutininas para este 
microorganismo en el tifo se deben a una respuesta inmunológica espe- 
c%ca. Estos resultados fueron confirmados por Castañeda y Zia’” en 
1923, quienes dedujeron de sus investigaeiones que hay un factor anti- 
génico comím en las rickettsias mexicanas y el Proteus X19 que explica 
la reacción de Weil-Felix en el tabardillo. 

Varias cepas de Proteus X han sido empleadas en el diagnóstico de las enfer- 
medades producidas por rickottsias, siendo las mãs comunes el Proteus 0X19, el 
Proteus OX,?, el Proteus OXK y el Proteus HXK. La cepa OX19 es la m4s empleada 
en los Estados Unidos para el diagn6stico del tipo epid&nico del tifo. Estudios 
recientes de Davi@ (1935) indican que el Proteus 0x3 reviste importancia en el 
diagnóstico diferencial de la fiebre maculosa de las Montafíaa Rocosas y del tifo 
endémico, especialmente en las regiones donde se encuentran ambas enfermedades. 
Muy pocos laboratorios de Estados Unidos hacen el diagnóstico diferencial de la 
fiebre maculosa y-del tifo por inoculaci6n de cobayos machos y reacciones de 
protección, porque la necesidad de personal adiestrado, equipo especial, manteni- 
miento de cepas de rickettsias y el costo, hacen que estos métodos sean poco 
practicos para la mayor parte de los laboratorios de higiene pública. 

A primera vista no parece que hubiera mayor dificultad para hacer las reac- 
ciones de aglutinación con el objeto de comprobar el tifo, dada la notable espe- 

lOFletcher, William, y Lesslar, J. E. The Weil-Felix Reaction in Sporadia 
Tropical Typhus, Bull. Inst. M. Research Federated Malay States, No. 1, 1926 
(De la obra de Topley y Wilson). 

11 Weil, E., y Felix, A.: Serologische Untersuchung von Kaninchen nach 
Behandlung mit Fleckfiebervirus, Wien. klin. Wchnsohr., 33: 423, 1920 (Apud 
Abstr. Bact., 4: 399). 

12 Castañeda, M. Ruiz, y Zia, S.: The Antigen Relationship Between Proteue 
X-19 and Typhus Rickettsiae: A Study of the Weil-Felix Reaction, Jour. Exper. 
Med., 58: 55,1933. 

13 Davis, Gordon E.: The Weil-Felix Reaction in Experimental Rocky MOUR- 
tain Spotted Fever and Certain Other Typhus-like Diseases, Pub. Health Rep., 
50: 404,1935. 
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cificidad de la aglutinaci6n de cepas de Proteus X con suero de enfermos de tifd*. 
Sin embargo, Welchrs demostró que el cultivo de cepas de Proteus OX19 en ciertos 
medios, por ejemplo, en agar “savita” (medio sin levadura ni extracto de carne} 
producía su disociaeibn; y la variante que se desarrolló en estemedio di6 resultados 
inexactos en la Weil-Felix cuando se empleó como testigo con el suero de enfermos 
que no manifestaban síntomas clínicos de tifo. Los componentes antigénicos 
heterólogos de esta variante se pudieron demostrar por aglutinación directa. La 
primitiva cepa de Proteus 0X19, aun cuando no era aglutinable en los sueros 
heterólogos, contenía aglutinógenos en común con los microbios usados para 
producir dichos sueros, como se demostró por la adsorción de aglutininas. Los 
aglutinógenos heterólogos de la variante, comprobados por aglutinación directa, 
no fueron originados por la disociación, sino que estaban presentes en la cepa 
primitiva aun cuando no podía demostrarse su presencia por la miama técnica. 

En un estudio de 19 cepas de Proteu.s Xl6, obtenidas de varias partes 
de los Estados Unidos y del Canadb, observóse que sólo una estaba 
completamente desprovista de componentes heter6Iogos. Despu& se 
observó que variantes conocidas de cepas de Proteus X eran práctica- 
mente inaglutinables con sueros de casos clfnicos de fiebre maculosa de 
las Montañas Rocosas, y también, que algunas aglutinaban diiecta- 
mente con sueros heterólogos. De las 19 cepas estudiadas, que eran 
empleadas en muchos laboratorios de Estados Unidos y del CanadA, 
únicamente 6 resultaron inmóviles, a pesar de que en varias ocasiones 
las cepas móviles habrfan sido primitivamente obtenidas de cultivos 
inmóviles. 

Las aglutininas que se hallan en el suero de la sangre de enfermos de 
tifo pertenecen invariablemente al tipo som&tico; y el antígeno tipo “0” 
debe ser el único empleado en las reacciones para el diagnostico, no ~610 
por la relación antigénica especffica entre los virus de las fiebres tiiosas 
y el Proteus 0X19, sino también, por la posible presencia de aglutininas 
flagelares en el suero del enfermo que no tienen relación con el diagnós- 
tico del tifo. Esas aglutininas se encuentran ocasionalmente en indivi- 
duos sanos, y más a menudo en pacientes que sufren otras enfermeda- 
des diferentes del tifo, tales como otitis, cistitis o nefritis, debidas a 
infección previa o concurrente con el Proteus vulgcw~s. Estas reacciones 
anespecfficas se presentan con cepas móviles del Proteus X19 debido a 
la relación antigénica entre este microbio y cepas de Proteus vulgar@ 
y constituye una importante causa de error en la reacción de Weil-Felix, 
a menos que se diferencien cuidadosamente la aglutinación flagelar (en 
copos) y la somática (en gr&nulos). Las dificultades que se acaban de 

14 Felix, A.: System of Bacteriology, 7: 418, 1930, Capítulo XXXIV. Typhus 
Fever Section B. Serological Diagnosis. 

15 Welch, H., y Poole, A. K.: The PIeo-antigenicity of a Variant of Proteus 
X19, Jour. Bact., 23: 523,1934. 

16 Welch, H., Mickle, F. L., y Barman, E. H.: Pleo-antigenicity of Proteus X19, 
Am. Jour. Pub. Health, 24: 1157, 1934. 
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mencionar no se podrán evitar a menos que se obtengan cultivos de una 
cepa “0” inmóvil de Proteus X19. 

La ejecución de la serorreacción de Weil-Felix es un sencillo procedi- 
miento, pero a pesar de esto, se emplean para hacerla muchas técnicas 
distintas que se diferencian en la duración y temperatura de la incubación, 
en el espesor de la suspensión del antígeno y en las cantidades de la 
mezcla suero-antígeno. Estas diferencias, sino exceden de ciertos limites 
razonables, no afectan mayor cosa los resultados del diagnóstico con tal 
que la cepa de Proteus empleada se mantenga en condiciones que la 
conserven como una variante “0” pura, en lo cual ayuda el manteni- 
miento de la misma en estado liófilo. 

En la técnica de algutinación se ha intentado: conservar la sencillez tanto como 
es posible, evitando los errores que puedan resultar de cepas de Proteus impropia- 
mente controladas; y proponer un método, que si fuese adoptado generalmente, 
produzca resultados seguros y comparables. 

Aunque la reacción de Weil-Felix se ha empleado con bastante buen éxito para 
ayudar al diagnóstico de algunas enfermedades producidas por rickettsias, es de 
poco valor para su diferenciación. Sería muy conveniente contar con una prueba 
capaz de diferenciar el tifo endémico de la fiebre petequial de las Montañas Roco- 
sas, por la debilidad inherente de la reacción de Weil-Felix, y por el hecho de que 
el aislameinto de las rickettsias en cobayos y su identificación por pruebas de 
inmunidad cruzada, no tienen muy a menudo buen Éxito como m6todos de diag- 
nóstico. La prueba de fijación del complemento ha sido usada en el estudio del 
tifo endémico (tifo murino)7s8,g, el tifo epidémico (europeo), la fiebre maculosa 
de las Montañas Rocosas17, la fiebre de Tobia de Colombia (probablemente 
idbntica ala anterior), y la fiebre Q de Norte América y Australia (probablemente 
id&ticas)l*. La prueba se ha empleado también en los estudios de vacunas de 
rickettsias en el Instituto Nacional de Sanidad, como medio de avaluación. El 
diagnóstico de una rickett.siasis puede hacerse a menudo por medio de la fijación 
del complemento desde el 7O u 80 día de la enfermedad, lo cual puede comprobarse 
por reacciones en muestras sucesivas. Esta prueba puede ser útil también, en los 
estudios epidemiológicos de tifo murino y fiebre maculosa, en el estudio de la 
infección tifosa en roedores y en el diagnóstico de la fiebre Q. 

La reacción de fijación del complemento que se describe m8s abajo 
en Métodos Serológícos (II), posee una marcada sensibilidad, habi6ndose 
demostrado que puede diferenciar las rickettsiasis entre sí y también de 
varias otras enfermedades producidas por bacterias y virus. Evidencia 
la estrecha relación entre el tifo epidémico y el endémico la reacción 
cruzada en la prueba de fijación del complemento al igual que la protec- 
ción cruzada en los animales. Por otro lado, la fiebre maculosa de las 
Montañas Rocosas se diferencia del tifo por la falta de protección 
cruzada en los animales y por regla general por la ausencia de reacción 
cruzada en la fijación del complemento. Al describir ésta en este 

1’ Plotz, Harry, y Wertman, K. : The Use of the Complement Fixation Test in 
Rocky Mountain Spotted Fever, Science, 93: 441-442,194X 

l* Bengtson, Ida A.: Complement Fixation in “Q” Fever, Proc. Soc. Exper. 
Biol. & Med., 46: 665-668,1941. 
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capitulo se hace sabiendo que no ser& perfecta, pero también que su 
empleo para el diagnóstico diferencial de la fiebre maculosa de las 
Montañas Rocosas y del tifo endémico puede ser extremadamente 6til 
para los laboratorios de higiene pública. Se espera que por el uso y 
crítica de la reacción pueda determinarse su valor exacto y si conviene 
hacerle modificaciones que permitan una interpretación más precisa de 
la prueba. 

II.-MeTODOS SEROL6GICOS 

A. EXAMEN DEL SUERO PARA AGLUTININAS DE PROTEU~ X Y ANTI- 
CUERPOS FIJADORES DEL C,OMPLEMENTO 

1 .-Equipo 

Un recipiente estéril de vidrio que tenga una capacidad de 10 a 15 ml. 
Este recipiente provisto de tapón hermético, debe ser empacado en una 
caja apropiada conforme a las leyes postales. 

Se deben extraer por lo menos 5 ml. de sangre que se pondrán en el 
recipiente. No se debe usar oxalato, citrato ni nin-wa clase de pre- 
servativos. 

3.-Tiempo para la toma de muestras 

Para confirmar el diagnóstico se necesita examinar una serie de tres 
muestras de sangre tanto en los casos sospechosos como en los chnica- 
mente positivos. La primera muestra se debe tomar tan pronto como 
se sospeche la naturaleza de la infección o cuando aparezca el exantema; 
la segunda entre el 12’ y 15” día, y la tercera al principio de la convale- 
cencia. Si sólo pueden tomarse dos muestras, la primera debe extraerse 
tan pronto como se sospeche la naturaleza de la infección y la segunda 
al 12” dia. (Un aumento marcado en el tftulo, comprobado por exámenes 
repetidos, ayuda a confirmar el diagnóstico). 

4.-Preparación de la muestra 

Se debe separar por centrifugación el suero límpido del coágulo. (Los 
resultados de las reacciones con sueros muy hemolizados pueden ser 
dudosos.) 

3. T&CNICA DE LA REACCIÓN EN TUBO (WEIL-FELEC) 

l.-Preparacidn del antfgeno 

Se deben usar suspensiones frescas de gérmenes vivos porque son las 
que presentan más sensibilidad y especificidad. 

(a) Cepas de Proteus.-En la mayor parte de los casos las de PTO~US 
OX19 son suficientes; si hay alguna indicación especial se pueden incluir 
también las de Proteus 0X.2, las de Proteus HXK y las de Proteus OXK. 
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(b) Mantenimiento de las cepas de dkagnbstico.- 
(1) Manténganse los cultivos en tubos inclinados, bien con agar nutrrtwo 

(C. M. No. 25) o en agar con caldo de carne fresca (C. M. No. 31) que 
tengan un pH de 7.4. Antes de hacer el pase, se deben deshidratar los tubos 
lo suficiente para eliminar la mayor parte del agua de condensacidn (sin& 
resis) ; la humedad aumenta la posibilidad de que se desarrollen variantes 
móviles; y un exceso de la misma tiende a inhibir el desarrollo de algunas 
cepas. 

(2) &uilidud: Se deben mantener todas las cepas, con excepción del Proteus 
HXK, en estado inmóvil. Cada semana se deben examinar las cepas para 
verificar esta característica. 

(3) Se deben hacer examenes morfológicos, bioquímicos y serológicos de verifi- 
cación cada seis meses. Todo cambio en estas cualidades indica inesta- 
bilidad. 

(4) Aglutznabilidad: Para excluir las variantes que se presentan espont&nea- 
mente se deben hacer pruebas de aglutinación directa a 37°C cada 3 meses 
con sueros específicos de: Eberthella typhosa, Salmonella schottmuelleri, 
Salmonella paratyphi y Shigella paradysenteriae Flexner y EjBrcito. 

(c) Suspensibn del antfgeno.- 
(1) Háganse cultivos en agar (C. M. No. 31) en tubos o en botellas de acuerdo 

con la cantidad que se desee, a 37°C por 18 a 24 horas. 
(2) Hágase una suspensión del cultivo en solución de cloruro de sodio al 0.85%. 
(3) Fíltrese la suspensión a través de una sola capa de papel de filtro doblado 

en forma de embudo. 
(4) Ajústese la turbidea de tal manera que dé una lectura de 8.5 a 9.5 en el 

aparato de Gatesn. 

2.-T4cnica de la reaccih 

Prepárese una mezcla bien hecha de 0.5 ml. de diluciones del suero 
y 0.5 ml. de suspension de antígeno en tubos de aglutinación (75 x 
10 mm). Generalmente son suficientes las diluciones del suero de 1: 10 
a 1:320 que dan diluciones finales de 1: 20 a 1: 640. 

Se deben preparar testigos de solución salina y de un suero positivo 
cada vez que se hagan reacciones. Incúbense pruebas y testigos por 
2 horas a 37°C. y pónganse en la refrigeradora hasta el otro día a una 
temperatura de 8” a 1OqC. 

â.-Lectura de los resultados 

Regístrese el grado de aglutinación de la manera siguiente: 

ffff = Aglutinaci6n completa, el líquido sobrenadante debe ser ciento por 
ciento claro. 

f-l-f = Aglutinación casi completa, el líquido sobrenadante debe ser 
ligeramente opaco (75%). 

-j-f = Aglutinación definida, el líquido sobrenadante es opaco (50%). 
i- = Aglutinaci6n discernible, el líquido sobrenadante es turbio (25%). 
-tr = Aglutinación muy fina, apenas visible (reacción dudosa). 
0 = No hay aglutinación, la suspensión corresponde al testigo de solu- 

ción salina. 

f* Gates, F. L. J.: A Method of Standardizing Bacteria1 Suspensions. Jour. 
Exper. Med., 31: 105, 1920. 
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C. REACCIÓN RÁPIDA EN LÁMINA (WELCH)~~~~~ 

1 .-Preparación del antigeno 

(a) Siémbrese en botellas de Blake con agar (C. ~34. No. 31j una cepa de Proteus 
Xi9 estable, inmóvil, lisa e incúbense los cultivos a 37°C por 48 horas. 

(b) Examínense los cultivos y elimínense los que se encuentren contaminados. 
(c) Colóquense de 10 a 15 ml. de solución de cloruro de sodio al 12y0 en cada 

botella de Blake cuyo cultivo sea puro. Cúbrase con solución salina todo el 
cultivo y déjese permanecer una hora en contacto con los microorganismos. 

(d) Menéense suavemente las botellas de Blake para hacer la suspensión del 
cultivo en la solución salina. 

(e) Mézclense las suspensiones salinas de las varias botellas y pónganse en un 
frasco de buen tamaño que se tapará con corcho envuelto en papel de estaño 

FIGURA No. r.-Equipo usado en la reacción de aglutinación en laminas para 
el tifo. 

(f) Añádanse a la mezcla de las suspensiones tres volúmenes de alcohol al 95%, 
agítese fuertemente por 10 minutos, y colóquese el frasco en la estufa 24 horas 
a 37°C. 

(g) Aspírese el alcohol con mucho cuidado y deséchese la mayor cantidad 
posible a fin de dejar solo el antígeno, ya precipitado en una masa floculenta 
blanca. El resto del alcohol se descartará por centrifugación. 

(h) Agréguense de 5 a 7 ml. de solución salina al 12% a cada ml. de masa bac- 
teriana. 

La suspensión concentrada ya está lista para titulación. Véase figura So. 1. 

2o Welch, H., y Stuart, C. A. : A Rapid Slide Test for the Serological Diagnosis 
of Typhoid and Paratyphoid Fevers, Jour. Lab. & Clin. Med., 21: 411,1936. 

2i Welch, H., y Mickle, F. L. : A Rapid Slide Test for the Serological Diagnosis 
of Typhoid and Paratyphoid Fevers, Am. Jour. Pub. Health, 26: 248, 1936. 
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2.-Materiales 

(a) Pipeta-gotero estandardizado.-La pipeta, semejante a la descrita 
por Huddleson22, se prepara estirando un tubo de vidrio de pared gruesa 
de 3.2 mm. de abertura y cortando el extremo capilar a un diámetro de 
0.18 mm.. (Calibre B y S). Esta pipeta deja caer una gota de 0.03 ml. 
aproximadamente. Se puede usar una pipeta de Kahn aun cuando el 
gotero de Huddleson es preferible. 

(b) Lámina de vidrio.-Las láminas de vidrio deben tener 17.8 cm. 
de largo, por 12.7 de ancho y 1.G mm. de espesor y los bordes no deben 
ser cortantes; se pueden hacer del vidrio corriente que se emplea para 
cuadros de pintura u otro semejante. Se deben hacer 5 hileras de anillos 
de 2.50 cm. de diámetro de una mezcla de 70yo de parafina (de punto de 
fusión de 48°C) y 30% de petrolato calentado a 130”140°C antes de 
usarlo. El asa de alambre con que se forman estos anillos se puede hacer 
enrollando bien apretado un alambre alrededor de un tubo de 2.50 cm. 
de diámetro, y fijándolo en el mango de un asa de platino. Es con- 
veniente frotar la lámina con un pedazo de gamuza antes de hacer los 
anillos. Se sumerge el asa de alambre en la mezcla caliente de parafina- 
petrolato y se pasa después a la lám.ina. Con un poco de práctica se 
puede preparar una lámina completa en un m.inuto. Los anillos y la 
mezcla de antígeno-suero se deben lavar con agua caliente poco después 
de la lectura de las reacciones. Para limpiar bien las láminas se deben 
frotar bien por ambos lados con un polvo detergente (que no la raye), 
secarlas y limpiarlas con un paño limpio. 

3.-Estandardización del anligeno 

La estandardización de todos los antigenos se hace con sueros aglu- 
tinantes negativos, parcial y fuertemente positivos. La concentración 
correcta del antígeno es la que muestre en la lámina aglutinación cuanti- 
tativam.ente idéntica a la obtenida previamente en la reacción macros- 
cópica en tubos. 

(a) Colóquense 0.5 ml. del antígeno que va a ser titulado en cada una de cuatro 
cavidades de una placa de porcelana pulida (de las que se usan para reacciones 
crómicas), y añádase 0.1, 0.2, 0.4 y 0.5 ml. de solución salina al 12%. 

(b) Mézclese muy bien el antígeno diluído y compruébese con sueros de título 
conocido en la reacción macroscópica de tubo. Para la reacción se usa una gota 
de antígeno (0.03 ml.) y 0.08,0.04,0.02,0.01,0.005 y 0.002 ml. de cada suero cono- 
cido. (Se sabe que estas cantidades de suero con la concentración apropiada del 
antígeno dan resultados comparables a los obtenidos en las diluciones sucesivas 
(1:20, 1:40, 1:80, etc.) de la prueba macroscópica en tubos.) 

(c) Mézclense el antígeno y el suero con palillos de madera, partiendo de la 
porción mas pequeña de suero, 0.002 ml., hacia la m&s grande. 

22 Huddleson, 1. F., y Abell, E.: Rapid Macroscopic Agglutination for the 
Serum Diagnosis of Bang’s Disease, Jour. Infect. Dis., 42: 229, 1928. 
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(d) Se debe menear la Kmina de vidrio de atr8.s hacia adelante, unas 15 a 20 
veces y leer la aglutinación inmediatamente despu&, poniendo la lámina sobre una 
lampara de escritorio de tal manera que la luz se trasmita a través del vidrio, 
pero no directamente a los ojos del observador. 

La aglutinación de los gérmenes se hace inmediatamente con los sueros posi- 
tivos; la reacción aumenta a medida que se hace el vaivén. 

(e) La cantidad de aglutinación se estima en ++++ (completa), +-i--l- (75%), 
-l-f (50$&), + (25’%), rt (de huellas a 25%) y 0 (cuando no hay aglutinaci6n). 
Cuando el antígeno está titulado adecuadamente los sueros negativos no muestran 
aglutinación, mientras que los sueros fuertemente positivos la muestran completa 
con un fondo claro, en todas las cantidades de suero usadas. Los títulos que se 
obtengan en la reacción en lamina con sueros dbbilmente positivos deben con- 
cordar con los de la reacción en tubo con una diferencia de f a +. 

(f) Agr6guese solución salina al 12% al antlgeno en la cantidad que indique la 
titulación. 

(g) Agréguese suficiente violeta de cristal y verde brillante de soluciones 
acuosas al l%, a todos los antígenos de tal manera que se obtenga una concen- 
tración final de 1:40,000 con el primer colorante y de 1: 20,000 con el segundo. 

Estos colorantes impiden la contaminación del antígeno y facilitan la lectura 
del examen. 

4.-Tt?c&a de la reacción 

Las cantidades de suero que se usan en el diagnóstico corriente del tifo 
son 0.08,0.04,0.02,0.01,0.005 y 0.002, y 0.03 ml. del antígeno agregados 
con una pipeta de Kahn o gotero titulado a cada fracción de suero. 
Se mezclan el antígeno y el suero, se menea la lámina y se calcula la 
aglutinación según se especificó anteriormente. 

D. REACCIÓN DE FIJACIÓN DEL COMPLEMENTO* 

1 .-Reactivos 

Los reactivos incluyen complemento de cobayo, hemolisina de conejo 
para glóbulos rojos de cordero, glóbulos rojos de cordero, antígeno y 
suero patrón. 

(a, Sistema hemolítico.-(f) Glbbulos rojos de cordero: Se usa una suspensión 
de glóbulos rojos de cordero al 2y0 en solución salina fisiolbgica al OX-JQ/~, después 
de haberlos lavado 3 veces (el líquido sobrenadante no debe mostrar color rojizo). 
Para la titulación de la hemolisina se usan cantidades de 0.2 ml. de la suspensión 
de glóbulos rojos de cordero al 2%; para la reacción propiamente se usan 0.4 ml. 
de una mezcla de vol6menes iguales de la suspensión al 2% y de las diluciones 
adecuadas de hemolisina. 

(2) Hemolisina: La hemolisina se prepara inmunizando conejos con gl6bulos 
rojos lavados de cordero. El suero que se obtenga debe ser marcadamente hemo- 
lítico y se conserva con un volumen igual de glicerina. Para la titulaci6n de 1s 
hemolisina se preparan las siguientes diluciones de una dilución al 1: 100 (2.0 ml. 

* Esta reacción de fijación del complemento es la usada actualmente en el 
Instituto Nacional de Sanidad de Estados Unidos, y fu6 descrita por Ida A. 
Bengtson, Senior Bacteriologist. 
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de hemolisina glicerinada al 50% III& 98 ml. de solución salina al 0.85’%) : 1: 1,000, 
1:1,200,1:1,600,1:2,000,1:2,400,1:3,000,1:4,000,1:5,000,1:6,000, 1:8,000,1:10,000 
y 1:12,000. Se ponen dos porciones de 0.2 ml. de estas diluciones en dos tubos 
(75 x ll a 12 mm.) y se añade: 0.4 ml. de solución salina; 0.2 ml. de complemento 
diluído al 1:40; 0.2 ml. de glóbulos rojos de cordero. Se sacuden los tubos indi- 
vidualmente despu& de la adición de cada reactivo y se incuban en un baiiomaría 
a 37°C por una hora. Se considera que el primer tubo que muestra hemólisis 
completa es la unidad. En la reacción se usan dos unidades de hemolisina. Como 
en las diferentes diluciones que se usan en la titulación se emplean 0.2 ml. de 
cada una de ellas, la dilución de hemolisina que se debe usar en la prueba es la que 
sea dos veces más concentrada que la unidad (por ejemplo, si la unidad es de 
0.2 ml. de la dilución al 1:3,000,2 unidades seran 0.2 ml. de la dilución al 1:1,500). 

(3) Complemento: Para obtenerlo se sangran del corazón de 10 a 15 cobayos y 
se recoge la sangre en tubos grandes de ensayo esterilizados y previamente humede- 
cidos con solución salina al 0.85% (se debe tener mucho cuidado en no romper los 
gl6bulos rojos). Los tubos se dejan permanecer en la refrigeradora hasta el día 
siguiente, antes de separar el suero del coagulo por medio de una pipeta Pasteur 
con pera de caucho. Se mezcla el suero de todos los tubos, se centrifugan para 
separarlo de las c6lulas flotantes, y se preserva el complemento añadiendo una 
cantidad de solución salina saturada equivalente a una décima parte del volumen 
del suero. El suero salado se debe conservar en la refrigeradora, sacándose 
dnicamente para retirar las cantidades de suero que se requieran. 

Para la titulación del complemento se prepara una dilución al 1:40, mezclando 
1 ml. de complemento salado, 3.0 ml. de agua destilada (para restaurar la tonici- 
dad) y 36 ml. de solución salina al 0.85%. Se pipetean por duplicado las siguientes 
cantidades de complemento diluído: 0.10, 0.12, 0.14,0.16, 0.18, 0.20 y 0.22 ml; se 
añade solución salina al 0.85% est6ril en cantidad suficiente para obtener un volu- 
men total de 0.4 ml. en cada tubo y se agrega después 0.2 ml. de la dilución del 
antígeno que se vaya a usar en la reacción. Se incuba en bañomaría a 37°C. 
durante una hora y se agregan 0.4 ml. de glóbulos rojos de cordero sensibilizados 
y preparados 15 minutos antes (partes iguales de gl6bulos rojos de cordero en 
suspensi6n al 2% y de la diluci6n de hemolisina que contenga dos unidades en 
0.2 ml.). Se incuban nuevamente por una hora y se toma como unidad del 
complemento la cantidad contenida en el segundo tubo que muestre hem6lisis 
completa. En la reacción se usan dos unidades de complemento. 

(b) Antígeno.-Los antígenos se preparan con rickettsias cultivadas 
en la membrana de la yema del huevo, según el metodo de Coxz3 que 
consiste en inocular material infeccioso en la yema de huevos fértiles 
incubados 6 dfas. Para los antígenos de tifo endémico y epidémico y de 
fiebre Q, se deben usar únicamente los sacos de yema que contengan 
gran numero de rickettsias; para el de la fiebre maculosa de las Mon- 
tañas Rocosas es diferente porque el virus no se multiplica tanto como 
el del tifo o el de la fiebre Q; sin embargo, se pueden preparar antígenos 
satisfactorios a condición de que se usen diluciones más concentradas que 
para el del tifo. Se pesan los sacos de yema infectados, se muelen con 
alundo y se prepara una suspensión al 10% con solución salina al 0.85q/ 

za Cox, H. R.: Use of Yolk Sac of Developing Chick Embryo as Medium for 
Growing Rickettsiae of Rocky Mountain Spotted Fever and Typhus Groups, 
Pub. Health Rep., 53: 2241-2247,1938. 
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que contenga mertiolato al 1: 10,000; se eliminan las partículas gruesas 
por centrifugación lenta y la porción de LIquido sobrenadante se centri- 
fuga después en la centrífuga angular a 4,000 r.p.m. durante una hora. 
Se tira el liquido sobrenadante y se hace una suspensión al 10% con el 
precipitado en solución salina estéril al O.S57$ que contenga mertiolato 
al 1: 10,000. Esta suspensión, después que permanece en la refrigera- 
dora por una semana o más en tubos de centrifuga de 50 ml., se precipita 
considerablemente y deja una suspensión menos turbia que la primitiva. 
La porci6n sobrenadante se separa con pipeta y sirve como antígeno. 
Este es estable por varios meses si se conserva en la refrigeradora a 
temperaturas de 8” a 10°C. 

El antigeno se titula con suero patrón diluyéndolo por mitades desde 
1:4 a 1: 128. El suero patrón que se use en la titulación se diluye 
moderadamente de acuerdo con su potencia, generalmente al 1/8 o al 
1/16. Se ha encontrado que los titulos antigénicos van del 1: 8 al 1: 128 
para los antígenos de los tifos endémico y epidémico, y un poco más 
bajos para la fiebre Q. Los antígenos de la fiebre maculosa de las 
Montañas Rocosas se han usado puros y diluidos al 1: 2,1: 4 y de cuando 
en cuando, al 1:8. Se considera que el titulo o unidad del antlgeno, es 
la cantidad más pequeña que da una fijación completa con el suero 
patrón. En la reacción se usan 4 unidades. 

(c) Suero.-Se inactiva el suero a 56°C. por media hora. Se preparan 
diluciones dobles con soluciin salina al 0.85% desde 1:4 a 1:512, y aun 
diluciones más altas hasta alcanzar el límite de la fijación. Se prepara 
la dilución al 1:4 añadiendo 0.3 ml. de solución salina a 0.1 ml. de suero 
y las diluciones sucesivas se hacen pasando de tubo a tubo 0.2 ml. 

2.-Técnica de la reacción 

Se añaden a las diluciones de suero preparadas como se dijo arriba: 
0.2 ml. de la dilución adecuada del antígeno. 
0.2 ml. de complemento (2 unidades) 

Se incuba en bafiomaría a 37” C. por una hora y después se agrega una mezcla de 
0.2 ml. de hemolisina (2 unidades) y 0.2 ml. de glóbulos rojos de cordero al 2'%, 
preparada 15 minutos antes. Se incuba de nuevo en el bañomaria por una hora y 
se lleva al cuarto frío o a Ia refrigeradora hasta el otro día en que se debe hacer la, 
lecturapor lamañana. Estímese la cantidad de fijación como : ++++ (completa), 
-I-+-l- (75%), ++ (50%), -l- (25%), & (huellas a 25%), y 0 (ninguna). Se regis- 
tra el título como la dilución m& alta que muestre una fijación de +f+f o +++. 

3.-Testigos 

(a) Testigos de suero.-Se añaden a los tubos duplicados de las 4 diluciones 
m8s bajas de suero los mismos reactivos que se usan en la prueba, excepto el antí- 
geno, que se sustituye por solución salina. 

(b) Testigos de antígeno.-Se prepara un testigo del antígeno, poniendo en un 
tubo 0.4 ml. de antígeno (el doble del volumen de la dilución que se use en Ia reae- 
ción), 0.2 ml. de complemento y 0.4 ml. de glóbulos rojos de cordero sensibilizados. 

(C) Sistema hemolítico.-Se preparan 4 tubos que contengan 0.05, 0.1, 0.15 y 
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0.2 ml. de la dilución del complemento usada en la reacción; que representan 2, 
1, 1% y dos unidades del complemento. Se completa el volumen de cada tubo a 
0.6 ml. con solución salina estéril y se añaden 0.4 ml. de gl6bulos rojos de cordero 
sensibilizados. El tubo que contenga 0.05 ml. de complemento (media unidad) 
debe mostrar -l- o -l--k de hemólisis, y los 3 tubos restantes deben estar completa- 
mente hemolizados. 

(d) Suero patrbn.-Se titulan sueros patrones correspondientes con cada reac- 
ción, usando las mismas diluciones que se emplean para los sueros desconocidos 
que se examinan. El suero patrón se compone de una mezcla de sueros de cobayos 
que hayan pasado la infección o de sueros de casos curados. Un suero patrón de 
título moderadamente alto es preferible a uno de bajo o de muy alto título. Se 
puede considerar satisfactorio un suero incluído en la escala de 1/16 a 1/512. 

E. INFORME DE LOS RESULTADOS 

Los resultados de las reacciones de aglutinación y fijación del comple- 
mento se deben informar especificando los títulos que se obtengan. Se 
debe procurar siempre conseguir más de Lma muestra de cada enfermo 
por que la elevación del título durante la infección y el descenso durante 
la convalecencia son de valor diagnóstico. Prácticamente en todos los 
casos de tifo estas dos reacciones serán positivas tarde o temprano 
durante el curso de la enfermedad o en la convalecencia. No todas las 
reacciones positivas de Weil-Felix ya sean débiles o fuertes significan 
necesariamente un diagnóstico de tifo; esto es particularmente cierto 
cuando se trata de reacciones de títulos bajos. La reacción de Weil- 
Felix se debe interpretar con precaución porque muy a menudo ocurren 
aglutinaciones fuertes en enfermos que no presentan sintomas clínicos 
de tifo. Los resultados de las pruebas de aglutinación se deben inter- 
pretar a la luz de los hallazgos clfnicos en todos los casos. Los tftulos 
bajos en la reacción de fijaci&n del complemento son significativos. 

La laboriosidad del sabio.-A la Iaboriosidad sin descanso se debe, en muy 
gran parte, sin duda, el éxito que siempre acompañó a Pasteur, y a quienes tal 
opinión pudiera parecer osada, al recordar que Pasteur es uno de los m& claros 
casos de ese poder creador, de ese soplo suprahumano que es el genio, habría 
que repetirles aquello que otro gran sabio franck expresara cuando dijo que “el 
genio no es mds que una larga paciencia.” Paciencia activa, laboriosidad que ni 
conoce fatiga, ni pide reposo; actividad sostenida, ordenada, sistem&ica, que 
sigue siempre una sola directriz, sin torcerse por el prejuicio ni quebrarse ante 
los obst&ulos que interponen la ignorancia, la incomprensión o la envidia. Nada 
pierde Pasteur y mucho gana, en cambio, cuando al contemplar su obra de genio 
estimamos que pudo llevarla a cabo porque siempre fu6 fiel a su breve mdxima: 
“Trabajemos”.- Manuel Martínez Bdez: Memoria de la “Semana de Pasteur”, 
63, MBxico, D. F., 1946. 



ANTfGENO X-19 PARA EL DIAGN6STICO DEL TIFO EXANTFMATICO 

Con motivo de la Primera Reunión Interamericana del Tifo celebrada 
en la Cdad. de México en octubre de 1945, la Comision Panamericana del 
Tifo discutió entre otros asuntos, la selección de métodos adecuados para 
el diagnóstico de esta infección,‘aprobando que se recomienden pruebas 
preliminares con antígenos a base de Proteus OX 19, complementándose 
con pruebas de fijación del complemento, y empleándose en éstas como 
antigenos suspensiones de rickettsias murinas y clásicas. 

Los antígenos para la prueba preliminar deben llenar los siguientes 
requisitos : 

(1) Prepararse de acuerdo con la técnica desarrollada por el Laboratorio del 
Tifo de Méxicor. 

(2) Emplear cepas de Proteus X 19 obtenidas periódicamente del Instituto 
Nacional de Higiene, Bethesda, Md., U. S. A. 

(3) Serán preparados y distribuidos por el -Laboratorio del Tifo de México 
mientras haya posibilidad de que se elaboren en otros laboratorios, siendo 
en este caso requisito necesario enviar muestras de cada lote al Dr. M. 
Ruiz Castañeda quien informará periódicamente sobre las condiciones del 
antigeno y el tiempo límite para su empleo. 

El antfgeno OX 19 preparado por Castañeda y colaboradores consiste 
en una suspensión de aproximadamente cien mil millones de gérmenes 
por ml, teñidos con azul de metileno para facilitar la observación de los 
grumos resultantes de la aglutinación en mezclas de sangre y antígeno. 
Se titula de tal manera que las reacciones positivas solamente sean apre- 
ciables cuando el título en aglutininas sea poco más o menos de 1: 100. 
El objeto de este ajuste es evitar que el operador dé indebido valor a 
pruebas muy sensibles, ya que es de escasa significación un tftulo inferior 
a 1: 100. 

La prueba preliminar es usualmente negativa durante los primeros 
5 a 6 días de la enfermedad, mostrándose positiva a partir del 5” al 7” dfa. 
Conviene practicarla cada dfa pues su valor diagnóstico aumenta cuando 
se observan cambios bruscos de reacciones negativas a positivas. 

No hay informes sobre el empleo del antígeno azul en la Fiebre de las 
Montañas Rocosas, pero hay que tener en cuenta que en esta rickett- 
siasis la aparición de aglutininas para el X 19 es más tardfa y de intensi- 
dad más variable que en el tifo. 

Manera de emplear el antfgeno.-La prueba a la cabecera del enfermo 
se practica de preferencia sobre láminas de vidrio, pero puede emplearse 
papel no absorbente especial. Se deposita en la lámina una gota de 
antígeno no mayor que la contenida en una asa de 4 mm de diámetro. 

1 Castañeda,M.R.,y Silva, R., Medicina,M&dco, 1938,18: 328; Ttibién Casta- 
ñeda, M. R., Silva, R., y Monnier, A.: Res. M&Zca Hosp. Gral., 1949, p. 382. 
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Se punciona el lóbulo de la oreja o el dedo y con una asa de 2 mm se 
toma unagota de sangre la que se mezcla con el antfgeno extendiendo la 
mezcla a un diámetro de 1 cm. Se imprime movimientos de vaiv6n a 
la lámina y se observa el curso de la reacción frente a una ventana o 
fuente luminosa adecuada. En las reacciones positivas se observan 
primero rayas azules, después grumos que tienen tendencia a marginarse. 
Al mismo tiempo los glóbulos rojos van quedando libres de antígeno 
tomando km@cla un fondo rojo sobre el que contrastan con claridad 
los grÜn& del antfgeno aglutinado. Esta maniobra suele durar de 1 a 
2 minutos. La intensidad de las reacciones puede marcarse con las 
convencionales 1 a 4+, siendo desde el punto de vista práctico, propor- 
cional esa intensidad con el título del suero en agluti+as- para el 
Proteo X 19. En las pruebas negativas la mezcla de sangre y antigeno 
conserva hasta la evaporación completa, el color verde oscuro uniforme. 

Tanto las pruebas hechas en vidrio como en papel pueden conservarse 
indefinidamente con los protocolos de cada enfermo. Suele haber aglu- 
tinación espontánea más o menos intensa de los glóbulos rojos, lo que 
puede ser motivo de confusión. En caso de duda conviene repetir la 
reacción empleando suero en lugar de sangre total. 

La prueba preliminar fu6 ideada para usarse de preferencia a la cabe- 
cera del enfermo; pero el antígeno, por la mankra como es titulado, puede 
servir para obtener un título aproximado del suero practicándose la 
prueba en la misma forma que en los llamados antígenos febriles. 

Cuando una prueba preliminar es positiva fracamente debe recogerse 
suero sangufneo y remitirse a laboratorios especiales para determinar el 
tipo de virus infectante por medio de la fijación del complemento. 

Técnica de preparación del antígeno.-Se hace una selección de 
cultivos obtenidos a partir de colonias aisladas utilizando aquellas que 
suministren suspensiones homo&neas, ser$ibles y libres de las formas 
“H” del proteo X 19. Se siembran cajas de Roux conteniendo gelosa 
preparada con infusión peptonada de carne. Los cultivos de 48 horas 
se recogen con salina isotón+a empleando 25 ml por caja. La suspensión 
se filtra a través de algodón y se adiciona de formalina a concentración 
final de 10%. Se deja el material 48 horas a temperatura dei laboratorio 
y se centrifuga, resuspendiéndose el sedhento en soluciónsalina isotón&a 
procurando que el volumen de la suspensión sea comparable a un pat&n 
que contiene aproximadamente cien mil millones de bacterias por CC. 
El patrón puede ser un lote de antígeno preparado y titulado anterior- 
mente. Entonces se agrega solución alcohólica de azul de metileno al 
1% hasta igualar el color patrón. Al dfa siguiente se centrifuga el 
material teñido, resuspendiéndose en citrato de sodio al 1: 1% conte- 
niendo mertiolato a concentración final de 1: 5,000 y procurando que el 
volumen de la suspensión sea un poco menor que el del sobrenadante 
descartado. Finalmente se filtra a través de algodón. 
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Estandardización.-Se practican diluciones del nuevo antfgeno mez- 
clando un centfme’tro de antígeno con 0, 0.1, 0.2, 0.3 etc. de solución 
salid. Cqn estas mezclas se hacen pruebas comparativas con el patrón, 
mezclando en un? lámina una gota de antígeno y una de suero inmune 
de tftulo mayor de 1: 160. Para esto s! empléa una asa de -4 mm de 
diámetro. Se marca la dilución del antfgeno que sea comparable con el 
patrón en sensibilidad, tamaño y colqrido de los grumos y en velocidad 
de la reacci6n. La titulación preliminar es seguida de pruebas cuanti- 
tativas. Para esto se emplean sueros previamente titulados por la 
técnica usual en tubo, procuzarklo usar sueros de tftulos correspondientes * 
a 1: 50, 1: 100, 1: 200 y 1: 500 o en su defecto ajustar un suero de título 
conocido mediante diluciones adecuadas cOn suero norinal humano. El 
antfgeno se mezcla con diverkas cantidades del suero en una lámina de 
vidrio empleando el método recomecdado por Huddleson para diagr&- 
tico rápidò de la brucelosis. Estas pruebas se practican no solamente 
con la muestra de antígeno escogida por la titulación preliminar, sino 
con la dilución anterior y siguiente. En esta forma se determina la 
corrección que conviene hacer en ia concentración del antfgeno. Este 
antígeno conserva su actividad por lo menos un año, siendo fndice de su 
deterioro la aparición de grumos o la decoloración del azul de metileno. 

X-19 ANTIGEN FOR THE DIAGNOSIS OF TYPHUS FEVER 

On the occasion of the first Inter-Ameritan Typhus Meeting held in Mexico 
on Oct., 1945, the Pan-Ameritan Typhus Commission discussed the methods for 
the diagnosis of typhus and advised that a preliminary test should be recom- 
mended using Castaneda’s blue X-19 antigen and after this preliminary test the 
serum be sent to special Iaboratories for a differential test by complement fixation, 
using murine and classic rickettsial suspensions as antigens. Because of the 
necessity of uniform results, the X-19 antigen has to be prepared and delivered 
by the Typhus Laboratory of Mexico, until reliable laboratories take over the 
production. In case that it is produced elsewhere, samples of each lot must be 
sent to Dr. M. Ruiz Castaneda who shall inform periodically about the conditions 
of the antigen in order to discontinue its use in case of deterioration. 

The OX-19 antigen is a suspension containing approximately 100 billion organ- 
isms per ml. which are stained in blue to facilitate the observation of positive 
tests in mixtures of blood and antigen. It is titrated in order to produce a visible 
agglutination onIy when the agglutinin content of the blood is above 1: 100. Non- 

1 significant tests are, therefore, ruled out. 
The preliminary test is usually negative until the 5th or 6th day of the disease 

and becomes positive from the 5th to the 7th day on. A positive test after one 
or more negatives is of great diagnostic value. 

No information is available in regard to the applicability of the test in Spotted 
Fever. 

Bed-side test.-The antigen has been primarily devised for a rapid test using 
a drop of blood mixed with the antigen. It is convenient to perform the mixture 
on a glass elide measuring the antigen and blood with wire loops, 4 mm. and 2 mm. 
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in diameter respectively. The blood may be taken by puncture of the ear or 
finger. The mixture is expanded forming a circle of about 1 cm., and by tilting 
the slide to and fro one may accelerate the reaction, observing the results in front 
of a window or a suitable light. In a positive test there is observed, first, the 
formation of blue stripes, then definite flocculation of the antigen which has a 
tendency to gather toward the periphery. The red cells separate themselves, be- 
come liberated from the mixture and form a bright red background to the prepara- 
tion. One or 2 minutes are enough to perform this test and the intensity is meas- 
ured by the conventional 1 to 4+. A negative test displays uniform dark green 
color. The test may be performed on special paper and since the reagents retain 
their original color the records may be kept for future referente. 

Occasionally the red cells become agglutinated, causing some confusion, which 
may be cleared up by corroboration of the test with the blood serum. 

The antigen may be used with serum either as a screen test or in titration tests 
following the method recommended by Huddleson for brucellosis. 

Preparation of the antigen.-X-19 strains may be secured from the National 
Institute of Health, Bethesda, Md., U. S. A. and selected by cultivation of isolated 
colonies. Masa cultures can be made in Roux bottles containing infusion agar. 
After 48 hours of incubation the growth is washed with isotonic saline using 25 ml. 
per bottle. The bacteria1 suspension is flltered through cotton and formaline is 
added up to a final concentration of 10%. The material is left 48 hours at room 
temperature and then it is centrifuged and the sediment resuspended in saline, 
care being taken that the concentration in bacteria is close to that of an antigen 
previously prepared. Then, the suspension is stained with methylene blue to 
match the color of the standard. On the next day the suspension is centrifuged 
and the sediment resuspended in a 1.1% solution of sodium citrate containing 
1:5,000 of merthiolate. The volume of the suspension must be smaller than that 
of the discarded supernatant fluid. Finally the material is filtered through cotton. 

Standardization.-Various dilutions of the antigen are prepared, mixing for 
instance, 1 CC. of antigen with 0, 0.1,0.2, etc. of saline. Then a comparative test 
is made of these various mixtures with the standard, mixing on a glass slide a 
droplet of antigen and an equal amount of a known typhus immune serum of 
relatively low titre. The mixture which compares best with the standard in 
regard to size and color of the clumps as well as in speed of formation is taken as a 
basis for the final titration. 

It is recommended to secure sera of titres ranging from 1:50 to 1:500, but one 
may use a known serum titrated by the tube method conveniently adjusted by 
mixture with normal human serum in order to obtain the required titres. With 
this serum titrations are performed on a glass slide following Huddleson’s method, 
testing not only the dilution selected in the preliminary test but also the previous 
and subsequent dilutions. The results of the titration shall determine the amount 
of citrate solution to be added to the antigen for proper adjustment. The antigen 
when kept in the cold retains its activity for at least one year; deterioration is 
indicated by discoloration or spontaneous flocculation. 

A medicina preventiva na escola primária.-Se, no Brasil, fizermos da escola 
primaria um centro de educaoáo em medicina preventiva será prodigiosa a colheita 
dos frutos do bem. 0 destino da humanidade foi tracado até agora pela doenca. 
E chegada a oportunidade desse destino ser tracado pela saúde. E essa funcáo 
suprema da escola municipal. Sòmente por meio dela sera possfvel a reden@0 
do homem pelo homem.-Oscar Clark.- “A Política dos Campos de Saríde, 80, 
1946. 


