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PREFACIO

La Oficina Sanitaria Panamencana, Oficina Regional de la Orga-
nizacién Mundial de la Salud, se complace en presentar este “MANUAL
DE REACCIONES SEROLOGICAS PARA DIAGNOSTICAR LA
SIFILIS" a los trabajadores de la.Salud Publica de los Paises America-
nos, como una contribucion al desarrollo de sus programas de estandari-
zacidn de técnicas seroldgicas en este Hemisferio.

La traduccion e impresion de este Manual, asi como los programas
de adiestramiento en serologia y de estandarizacién serolégica que estin
en desarrollo en esta fecha en América Central y América del Sur, for-
man parte de la cooperacidn téenica que la Oficina proporciona a los
Gobiernos de América Latina.

El Laboratoric de Investigaciones de las Enfermedades Venéreas
del Servicio de Salud Pdblica de los Estados Unidos de Norteamérica,
con la colaboracion de los autores de las técnicas, reunié los datos ne-
cesarios para la elaboracion de este Manual el cual fué publicado en
inglés por la Divisién de Enfermedades Venéreas del Servicio citado,
el afio de 1949 como el Suplemento N* 22 de la Revista de Informacidn
sobre Enfermedades Venéreas.

Esta Oficina hace patente su agradecimiento a la Divisién de En-
fermedades Venéreas del Servicio de Salud Piblica de los Estados Uni-
dos de Norteamérica por su amable autorizacién para que este Manual
fuera traducido e impreso en castellano, '
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INFORMES GENERALES

Una técnica de analisis esti formada por equipo, reactivos, voli-
menes, periodo de tiempo y orden de procedimiento. Cada uno de es-
tos factores puede ser de igual importancia y ninguno de ellos puede ser
descuidado con impunidad. Los técpicos que hacen cambios arbitrarios
en técnicas recomendadas deben asumir la plena responsabilidad de los
resultados del analisis,

Aun cuando las reacciones serolégicas para investigar sifilis no son
absolutamente especificas y algunos sueros v liquidos cefalorraquideos
tienen la capacidad de reaccionar positivamente en una reaccion y nega-
tivamente en otra, el andlisis de los resultados serologicos discordantes
en términos de diagnostico y prondstico no pueden ser hechos por téc-
nicos. Estas decisiones se hallan dentro de la jurisdiccidén del médico.
Sin embargo, los resultados vilidos de los anilisis serolégicos son obteni-
dos cuando: (1) se usan reactives y controles adecuados estandarizados,
(2) se siguen estrictamente las recomendaciones técnicas v, {3} los re-
sultados son reportados en la forma especificada para cada procedimierto.

Cada técnico deberi analizar cada nuevo lote de reactivo en compa-
racidn con uno que haya usado y que tenga reactividad aceptable antes
que el nuevo lote de reactivo sea pueste en uso rutinario. Se recomien-
da este procedimiento sin tener en cuenta la fuente Jde la que el nuevo
reactivo haya sido obtenide. Otros factores que deben ser considerados
en el control de los analisis seroldgicos son discutidos en los siguientes
parrafos.

Antigenos

La estandarizacidn Je un antigeno es lograda cuando el antigeno pro-
duce reacciones en anilisis cualitativo y cuantitativo con suero y liquido
cefalorraquideo, idénticas a las obtenidas con un antigeno estandarizado.
Los antigenos preparados de diferentes Jotes de polvo de corazén de res
pueden tener reactividades diferentes aun cuando se empleen los mismos
procedimientos de extraccion, en tal forma que en ocasiones es necesario
un ajuste. Los métodos que pueden ser usados para el ajuste final de
antigenos estin contenidos en la descripcién de las técnicas para cada
anilisis. La cardiolipina y lecitina purificada a que nos referimos en
este texto son productos que han sido aislados y purificados por métodos
ya publicados (1, 2) v que satisfacen las pruebas quimicas y serelogicas
estandar. prescritas.

1



Fijacién del Complemento.

Los antigenos pueden ser mis o menos reactivos que un antigeno
estindar para un procedimiento dado y pueden poseer una capacidad in-
deseable para fijar la fraccién complemento del suerc del cobayo a baja
temperatura,

La seleccidn de la dilucién a la cual un antigeno tiene reactividad
méxima puede no ser un medio adecuado de estandarizacién, ya que
todos los antigenos usados a sus diluciones éptimas pueden no ser iguals
mente reactivas para el procedimiento de anilisis designados. La acep-
tacién final de un antigeno debe estar basada en pruebas comparativas
con un antigeno estindar,

La facultad de los antigenos para fijar el complemento del suero del
cobayo a baja temperatura es verificada por el analisis previo de los sue-
ros-complemento en la formacén descrita en las técnicas de fijacidn del
complemento. Cuando 2 o mis antigenos son usados simultineamente
para el anilisis previo de los sueros de cobayos, un mayor ndmero de com-
binaciones complemento-antigeno no satisfactorias puede ser producido
por un antigeno que por otro. Los antigenos que son minimamente reac-
tivos en esta forma no especifica deben ser los preferides, Los antigenos
cardiolipina-lecitina parecen estar exentos de la fraccidn responsable de
esta fijacion “no especifica™ del complemento. El anilisis previo de sue-
ro de cobayos v el uso de clara de huevo pueden ser omitidos cuando cste
tipo de antigeno es empleado. Adn cuando los antigenos de cardiolipina-
lecitina estén preparados Jde acuerdo con férmulas caleuladas, deberin
ser comparados en la forma recomendada para log antigenos de extracto
de corazén de res,

Floculacién

Los antigenos de extracto de corazén de res que no puedan ser ajus-
tados 2 un reactivo estindar por los medios descritos en la técnica del
analisis, deberin ser desechados.” Deberin entonces prepararse extractos
de otros lotes de polvo de corazdn de res,

El ajuste de los antigenos de cardlohpma lecitina para estandarizar
niveles de reactividad pueden ser logrado.s usualmente por una ligera
alteracién del contenido de lecitina. :

%
Glébulos de Carnero (Glébulos rojos)

Los gléhulos de carnerc pueden ser demasiado resistenies o dema-
siado susceptibles a la accién hemolitica del complemento y-de la hemo-.

lisina. Como el nivel de reactividad de un anilisis de fijacién del.com:
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plemento es influido por la calidad de los gldbulos de carnero empleados,
deberd darse atencién particular a los glébulos usados. Los efectos de la
contaminacién bacteriana sobre la reactividad de los globulos de carnero
son imprevisibles y solo Ia sangre de carnero recolectada asépticamente
en recipientes estériles es recomendada para ser usada en los analisis de
fijaciéon del complemento. Los glébulos rojos de algunos carneros ten-
drin resistencia excepcional a la accién hemolitica del complemento y
hemolisina. Cuando se obtiene la sangre de un carnero no examinado de-
berin hacerse titulaciones comparativas del complemento y amboceptor
empleando glébulos de otro carnero de calidad aceptable ’

Los gldbulos de carnero son demasiado frigiles para ser usados cuan-
do una suspensidn salina de glébulos lavados, preparada en la forma des-
crita en una técnica de analisis, muestra cualquier grade de hemdlisis
cuando es guardada por una noche a 6° u 8° C.

La dnica solucidén recomendada en cualquiera de estos casos es la de
desechar los glébulos no satisfactorios y obtener una nueva cantidad de
sangre de carnero,

Complemento

La sangre del cobayo puede poseer las siguientes propiedades inde-
seables: (1) menor actividad complementaria que la prescrita como mi-
nima, (2} mayor actividad complementaria que la prescrita como mixi-
ma, (3) la fraccién complemento fijada parcial o completamente por otras
porciones del suero en combinacidn con el antigeno usado,

Los titulos bajos de complemento pueden ser causados por la ali-
mentacién o la habitacién inadecuada de los cobayps o, mis frecuente-
mente, por pérdida de reactividad durante el periodo de almacenamiento
del suero de conejillo de indias. El suero-complemento almacenado en
forma liquida (con preservativo afiadido) a temperatura de refrigerador
o en forma congelada deberi ser protegido en forma adecuada de la
desecacion parcial, resultante de la evaporacién. Las partes alicuotas su-
ficientes para un dia de uso, deberin ser puestas en recipientes aparte
para evitar la destruccién del complemento debido a los ascensos repeti-
dos 2 la temperatura ambiente, ‘

Algunos técnicos se engaitan al restituir, al suero-complemento des-
hidratado, hasta la mitad o las dos terceras partes de su volumen original
y omitir el factor de concentracién del suero, cuando calculan la dilucién
del complemento. EI suero sub-estindar-puede hacerse aparecer adecua-
damente reactivo en esta forma, Esta practica usada para eIuchr las res-
tricciones técnicas no debe ser permitida. >



Los sueros individuales de algunos cobayos poseen un titulo mis al-
to de complemento que el éptimo para algunas técnicas, La mezcla de
sueros de varios cobayos evitard generalmente este defecto.

‘Algunos sueros de cobayo poseen la’ propiedad de fijar en forma ines-’
pecifica su fraccidn complemento en presencia de antigeno a baja tem-
peratura. El anilisis previo del complemento en la forma descrita en cada
técnica permitird la seleccién de una combinacion adecuada de antigeno
complemento, S$in embargo, un complemento satisfactorio para su uso
con un antigeno, puede no reaccionar en forma aceptable con’otro. La
combinacién antigenc-suero de cobayo usada para €l anilisis previo de-
deberd ser la usada para la prueba final

Hemolisina {glébulos de carncr;a)

Fl lote de hemolisina dé glébulos rajos de carnero, glicerihada (al
50%), puede ser almacenado a la temperatura del refrigerador durante
largos periodos de tiempo con pequefia pérdida de reactividad. Un abati-
miento mis ripido del titulo seri notado en las soluciones diluidas de
hemolisina. Cuando haya una caida notable en el titulo o si se ve un
precipitado en la hemolisina diluida, este reactivo deberi ser Jesechado

y preparado de nuevo del lote de hemollsma

Una caida sbita del titulo de 1a hemohsma puede tambl?.n ser cau-
sada por el complemento, los glébulos de carners o las soluciones salinas
usadas; deberin hacerse anilisis comparativos para determinar cual es el
reactivo culpable.

Agua Degstilada

El agua Jestilada de mala calidad puede resultar por falta de lim-
p1eza del destilador o de ]a botella que recibe el agua, con la frecuencia
necesaria. La clase de agua corriente usada y el nimero de horas por dia
que trabaja el destilador determmaran la frecuencia de la limpieza. Cuan-
do una botella o un tanque esti conectado al destilador de agua también
se deberi cuidar la limpieza de la conexibn.

El agua destilada absorberi iones de gases alcalinos o 4cidos presen-
tes en el laboratorio v puede en esta forma volverse no satisfactoria para
su uso. en los andlisis seroldgicos. Por esta razén se aconseja frecuente
mente el uso de agua recientemente destilada.

Las soluciones salinas y el agua destilada, cvando son almacenadas,
deberan ser colocadas en recipientes de.vidrin dure  herméticamente
tapados para evitar cambios debidos al paso de iones del vidrio o absor-.
cién del aire. -
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Equipo

Las temperaturas de los bafios de Marfa deberin ser revisadas cada
vezr que sean usados durante el diz. Las temperaturas del refrigerador
deberin ser revisadas diariamente con un termdmetro colocado en la parte
del refrigerador ocupada por las gradillas. Deberd anotarse nuevamente
la temperatura cuando el refrigerador es abierto por primera vez en la
mafiana si e han guardado analisis de fijacién de complemento (fijacién
de 16 a 18 horas). La velocidad de agitacidén v los aparatos deberin ser
revisados por el técnico cada vezr que son usados ¥ no deberin aceptarse
variaciones notables de las velocidades prescritas.

Las centrifugas deberin ser equipadas con tacometros de modo que
la velocidad pueda ser revisadz y controlada. El interior de las centri-
fugas debera ser limpiado de vez en cuiando para evltar que caigan par-
ticulas de polvo dentro de las muestras.

Los aparatos de pipeteo automitico deberin ser revisados diariamen-
te por lo que se refiere al volumen correcto de rendimiento. En caso de
que un nuevo ajuste sea necesario se deberin recoger y medir en un ci-
lindro graduade certificada, los volimenes de 25 o de 50 pipeteos.

Cristaleria

\

Sélo deberi usarse en el laboratorio seroldgico cristaleria lavada qui-
micamente. Los tubos y las pipetas en que las soluciones de proteina no
han sido eliminadas potr completo, se iran tifiendo de un color café.

Esta coloracidn puede ser eliminada generalmente por inmersion en
solucidén de bicromato-icido sulfdrico.

Cuando se usan para el lavado soluciones zalcalinas ¢ 4cidos, deberd
enjuagarse et forma adecuada para eliminar cualquier huella de las solu-
ciones del lavado. La prueba diariz de muestras de los articulos de cristal
con papel o con soluciones indicadoras proteger al laboratorio serolégico
contra el uso de cristaleria, contaminada quimicamente.

Los tubos, las laminas, o las pipetas, que ge rayen o despurnllen aun
grado que interfiera la lectura de los resultados deberdn ser desechadas o
substituidos.

Bibliografia
i} "

1. Panceorn, M, C.: The composition of cardiolipin J. Biol. Chem., 168: $51-361,
Apr. 1947. '

2. Pancsorn, M. C.: A note on the purification of Iec:thm J. Biol. Chem 137
545-548, Feb, 1541,



EQUIPO GENERAL

Los articulos de equipo y cristaleria usualmente hallados en el labo-
ratorio serolégico han sido omitidos en las listas que aparecen en el texto
de cada una de las técnicas de andlisis a fin de evitar la repeticién de las
listas.

Equipo

Centrifuga con tacdmetro.
. Papel filtro de 32 mm. a 250 mm,
. Bomba filtro para conexion de.agua.
Relojes de alarma a intervalos,
Microscopio. '
. Lampara de microscopio.
. Gradillas de madera o de alambre para los tubos con los especi-
menes. .
8. Refrigerador de 6° a 10° C.
"~ 9. Reloj Crondgrafo. - : -
10, Termdmetros adecuados para los banos de Maria y el refrigerador.
I1. Bafios de Maria 37° C. y 56° C, ‘

Y N Y

Cristaleria .

-

. Frascos con tapén de vidrio, Pyrex, con gapacidad de 100 c.c. a
1 litro. '
. Cilindros graduados con capacidad de 50 c.c. a 1 litro,
. Frascos de Erlenmeyer con capacidad de 25 ¢.c. a 2 litros.
Embudos con Jidmetros de 65 mm. a 200 mm.
Pipetas serolégicas graduadas hasta la punta:

0.1 c.c. graduados en 1/100 c.c.

0.2 c.c. graduados en . 1/100 c.c.

L0 cc. graduados en 1/100 de c.c.

5.0 c.c. graduados en 1/10 de cc.

10.0 c.c. graduados en 1/10 de c.c.

6. Tubos para especimenes de tamafios adecuados para recoleccmn

de sangre y de liquido cefa!cr:aquzdcc

w -h."'!ﬁ [



REACCIONES DE EAGLE

REACCIONES DE FLOCULACION DE EAGLE CON
SUERO O CON LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

Equipo y Cristaleria
Equipo General -

i Agit-ado'r mecinico de i(ahn,(de 275 a 285 oscilaciones por mi-
nuto con amplitud de 1-14").

2. Anillador de parafina,

Cristaleria

1. Prascos de 15 ¢.c. con tapdn de rosca cubierto con papel de estafio
o vinylite,

2. Liminas de vidrio de 2 x 3",

4

“Reactivos

1. Antigenos para floculacién de Eagle, (Véa “Preparacion del An-
tigeno”, pagina 12).

2. -Solucion salina.

a) Solucién de Cloruro de sodio al 0.85%: pese 850 miligramos
de cloruro de sodio seco (A.C.5.) y afiada hasta 100 c.c. de agua
destilada. La sal puede ser pesada y guardada en tubos tapados con -
tapén de corcho para evitar pesarla diariamente. La solucién sa-
lina debera prepararse diariamente en la forma requerida.

b) Solucién de cloruro de sodio al 4%: pese 4 grms. de cloruro
de sodio seco y afiada hasta 100 c.c. de agua destilada. El cloruro
de sodio puede ser pesado previamente y guardado en la forma
antes descrita. - ‘

Preparacion de Sueros |
1. Separe los sueros de los codgulos por centrifugacién y pipeteo o
decantacién, : : -

2. Caliente los sueros en bafio de Maria 2 56° C. durante 20 2 30;
minutos o de 60° a 62° C. durante 3 minutos .



3. Vuelva a centrifugar cualquier muestra en la .que se.hayan for-
mado particulas visibles durante el calentamiento.

Preparacién de Liquidos Cefalorraquideos

1. Centrifugue y decante todos los liquidos cefalorraquideas para
separar restos celulares y particulados. (Los liquidos. grandemente conta-
minados o sanguinolentos no son satisfactorios para el andlisis.)

2. Los liquidos cefalorraquideos son examinados sin calentamiento
previa,

Reacciones Cualitativas con Suero o con Liquido
Cefalorraquideo

1. Prepare la suspensién primaria de antigeno en la siguiente forma:

a) Pipetée un volumen {I, 2 & 3 c.c.) de antigeno de floculacién
de Eagle en un frasco de 15 cc.

b) Sople 2 volimenes (2, 4 6 6 c.c. respectivamente) de solu-
¢ién de cloruro de sodio al 85% .en el frasco que contiene el
antigeno con una pipeta que tenga Ia salida suficientemente
amplia para hacer la mezcla de antigeno y de solucién salina
en forma ripida v completa,

¢) Tape el frasco que contiene la suspensién de antigeno y cold-
quelo en el refrigerador.

d) Madure la suspensidén primaria de antigeno en el refrigerador
durante 24 horas. La suspension es utilizable por un periodo
de 5 dias durante los cuales Jdebe ser guardada en el refrige-
rador,

2, Coloque tubos de ensayo (100 x 13 mm. de didmetro exterior)
en gradillas adecuadas de modo que haya un tubo por cada suerc y liqui-
do cefalorraquideo que vayan a ser analizados y para los controles de
suero positivo, suero negativo y solucidén salina. Numere los tubos para
que correspondan a los niimeros de identificacién de los sueros y liquidos
cefalorraquidens.

3. Pipetée 0.4 cc. (') de cada suerc calentado, sueros controles y
solucion salina, en el ndmero correspondiente de tubos.

4. Pipetée 1 c.c. de cada liquido cefalorraquideo en los tubos corres-
pondientemente numerados,

(1) Pueden usarse 0.2 a 0.1 c.c. de suero calentado en tubos de ensaye mis
pequefios (de 7 a 8 mm. de didmetro interior} con cantidades proporcionalmente me-
nores de suspensién secundaria de antigeno.
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"5. Prepare la suspensién secundaria de -antigeno mmedmtamente att:
tes de usarla, en la slgmente forma

a) Caleule [a cantidad de suspension ‘secundaria de antigeno que
se necesita para incluir 0.2 c.c. para cada analisis de suero y
0.1 c.c. para cada analisis de liquido cefalorriquidec. Permita
un ligero exceso para compensar fa pérdida durante el pipeteo.

b) Prepare la .suspensién secundaria de antigeno, soplando un
volumen de suspensidn: primaria de antigeno en 8 volimenes -
de sclucidn de cloruro de sodio al 4%.

Las siguientes férmulas son usadas para calcular el volumen de sus-
pensién primatia de ‘antigeno y Je solucidn de cloruro de sodio al 4%
necesitadas para preparar la cantidad requerida de suspensién secundaria
de antigeno:

Volumen requerido de suspension ‘
secundarid = Volumen de suspensidn primaria
' de antigeno que va a ser usado.

9

Volumen de suspensmn primaria de anngeno > 8 — Volumen de solu-
: ¢ién de cloruro de
sodio al 4% que

va a ser usado,
EJEMPLO!:

Se necesitan 63 c.c. de suspension secundaria de antigéno.
63

— = 7 c.c. de suspensién primaria de antigeno necesitada..
9

7 cc. X 8 = 56 c.c. de solucién de cloruro de sodio al 496 necesitada.

6. Afada 0.2 cc. de suspension secundaria de antigeno a cada suero
y al contro] de solucidn salina, y 0.1 c.c. cdda liquido cefalorraquideo:

7. Agite las gradillas con tubos durante 5 minutos en un agitador
mecinico de Kahn. (Los tubos deben ser agitados a mano vigorosamente
durante 5 minutos y colocados en el bafio de Maria a 37°C. durante 30
minutos cuando no se puede utilizar un aglta.dor mecinico de Kahn.)

8, Centrifugue todos los tubas de 1.500 a 2.000 r.p.m. durante 10
minutos, ' .
9. Saque los tubos de la centrifuga y examine macroscpicamente

ante la ventana o una fuente de luz artificial ante fondo negro.

10. Lea y anote las reacciones macroscopicamente positivas, eviden-

ciadas por agregacidn gruesa de particulas de antigeno suspendtdas en un
fluido relativamente claro.



11, Examine el contenido de cada tubo en el que la-agregacidn es
dudosa o completamente ausente, por. pipeteo de. una parte de su- conte-
nido en un anillo de parafina sobre una lamina de Vldl’lO ¥ observe micros-
coplcamente N

12. Lea y anote las reacciones observadas mtcroscopscamente de
acuerdo con la descripcidn siguiente:

Positivo.......... e Floculacién definida de particulas de antigeno.
Dudoso....vvuvvenininns Ligera floculacion - de particulas de antigeno.
Negativo.......... .i... "Ausencia de flocutacidn, con particulas de an-

tigeno uniformemente distribuidas,

Y

- 13. Informe los resultados anotados en lz siguiente forma: :.

EE—
i

Lectura Macrosedpica Lectura Microscdpica Informe
Positiva N ‘ (No hecha} " Positivo
Dudosa : Positiva Positivo
Dudosa Dudosa ) Dudose
Negativa ) Positiva . Pogitive
Negativa ) * ° Dudosa - - - - Dutdoso

*Negativa - Negativa Negativo

Nota: Las reacciones zonales en las que un suero fuertemente posi-
tivo da un resultade negativo en las reacciones rutinariag con suero total
pero que son fuertemente positivas cuando el suero es analizado én dilu-
ciones en serie, son raramente encontradas. Cuando hay una fazén para
sospechar que esa inhibicion de la reaccién ha sucedido,: deberi. anali-
zarse una dilucion al 1:10 de suero en solucion salina normal.

Reaccién Cuantitativa de Floculacién de Eagle con Sizers o

: Liquido Cefalorraquideo '

. 1. Prepare diluciones de suero o de liquido cefalorraquideo en pror
porciones de 1:2,-1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64,"6 mayores si es necesario, de
dcuerdo con el sngmente método:

a) P1petee en cada uno de 6 (o mas) tubos 04 ce de solucmn )
salina al 0.85% para dilucidn de suero o de 1. 0 C.C. para d:lu-
cidn de liquido raquxdeo '

b) Anada 0.4 cc. de suero calentado ol cc de hqu1do cefalo'
rraquideo al primer tubo y mezcle. '

pie

¢) Pase 0.4 c.c. del primero al segundo tubo“y mexcle- (suern).

10



Oblen':'

Pase 1.0 c.c. del primero al segundo tubo ¥ mezcle (llqmdo

cef alorraqmdeo)

d) Continde pasando y mezclando de un tubo al siguiente (0.4_ c.c
de mezcla de suero & 1.0 c.c. de dilucién de liquido’ cefalorra-
quideo) hasta que todas las diluciones hayan sido hechas, (%)

2. Analice cada dilucién de suero o de liquido cefalorraquideo en la
forma indicada en “Reacciones Cualitativas con Suero o con liquido Ce-

falorraquideo™ (pagina N* 8).

3. Anote la reaccidén obtenida en cada dilucidén.

4. Informe los resultados de acuerdo con fa dilucién mis alta que dé
una reaccion cuando [a siguiente dilucidn mas alta rinda un resultado ne

gativo,
Erempro:
Dilucisn Iaforme
1:2 1:4 1:3 1:16 1:32 1:44 S .
+ + + + — — Positivo, dilucidn 1:16
+ + +- — — — - " Pogitivo, dilucidn 1:8

(2} El siguiente método de dilucién es preferido por el Dr. Harry Eagle:
+ Suero: Cologue cantidades decrecientes de suero en una serie de tubos ¥y ajuste

los volimenes a, 0.4 c.c. por adicion de solucién salina al 0.85% en la forma abajo
indicada:

Tubo N* ............. [ 1 2 3 4 5 6 etc.
Suere total ... ...iieiiieinns 0.2 0t .. . .
T8 SUEID . ..iuiuiiarunonenans s .- 0.4 0.2 0.1 0.05
0.85% solucién salina ....... 0.2 0.3 Lo 02 03 035

Dilucidn final*............... "1:2 14 1:8 "1:16 1:32 1:64

. Ligquido cefalorraquideo: . Ponga. cantidades decrecientes de liquido cefalorra-
quideo en una serie de tubos y ajuste el volumen total en la forma abajo indicada:

Tabo N* ....ooivnann, e 5 2 I 4 0 5 6 - etc,
Total de liquido cefalorraquidee 0.5 - 0:23 o i s ..
1:8 liquide cefalorraquideo ... .. . 1 05 025 01
0:85% de solucién salina ..., 0.5 075 - 0.5 075 0.7
Dilecién final ..... Caravae e 120 10 18 I (132 164

11



Cuando una reéaccidn positiva es seguida por una dudosa en la dilu-
cién préxima mas alta se hace un cilculo interpolado del titulo.

EJEMPLO: ; C
Diluciones del suero Informe
1:2 14 13 1:16 1:32 1:64 :
+ + + + + — Positivo, dilucién 1:24
+ -+ + -+ —_ - Positive, dilucién 1:12

Antigeno de Floculacién de Eagle
Preparacién del Antigeno

Reactivos: SR
1. Polvo seco de corazdn Je res. (%)
2. Eter anestésico.
3. Alcohol etilico absolito:
4. Colesterol.
5. Esterol de gérmenes de maiz,

- ' » ' *
Procedimiento
1. Pese 50 grams. de polvoseco de corazén de res.

2. Pase a un frasco de 1,000 c.c. con tapdn de vidrio y afiada 230 c.¢.
de éter anestésico frio.

3. Extraiga a temperatura de refrigerador. durante 15 minutos con
agitacidn frecuente.

4, Filtre rapidamente por succién y deseche el filtrado etéreo.

5. Regrese el polvo de corazdn de res al frasco y repita la extraccion
v filtracidn 3 veces mis, utilizando cada vez 230 c.c. de éter frio.

6. Después de la dltima extraccion y filtracion lave el polv-o" en el
filtro con 100 c.c. de éter fresco.

7. Disemine el polvo en una hoja limpia de papel filtro v deje secar
a temperatura ambiente hasta que quede exento de olor a éter.

8. Coloque el polvo en un frasco limpio y seco y afiada 250 23 de
alcohol etilico absoluto.

9. Tapelo herméricamente y haga la extraccidn durante 5 dms de 20°
ai37 G Aglte el frasco todos los dias. |

€} Obtenible deila Difch Laboravories, Detroit, Mich,
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10. Filtre el extracto alcoholico en un cilindro graduado de 250 oc.
y lave el polvo himedo de corazén de res con fracciones frescas de alcohol
absoluto hasta que el volumen total equivalga a 250 c.c.

11. Pase ¢l extracto aleohdlico a un frasco, tipelo herméticamente
y enfrie de —10° a —25° C, Déjelo a esta temperatura durante una hora.

12. Filtre ripidamente por succién y deseche el precipitado flocu-
lento.

13, Afada 6 mg. de colesterol y 6 mg. de esterol de gérmenes de
maiz para cada c.c. de antigeno. La solucién de esteroles puede ser ayu-
dada calentindol en e] batio de Marfa a 56° C.

El antigenc debera ser guardado a temperatura ambiente en la obs~
curidad, en frascos herméticamente tapados. Compare cada lote de anti-
geno con uno Je reactividad conocida, practicando anilisis comparativos
de sueros negativos conocidos, débil y fuertemente positivos,

Rectificacion del antigeno

8i ¢l antigeno demuestra ser insensible o si los resultados negativos
son de aspecto granuloso, el antigeno puede ser rectificado en ocasiones
por el siguiente procedimiento:

1. Coloque 20 c.c. de extracto de antigeno (sin colesterol o esterol
de gérmenes de maiz afiadidos) en un pequefio plato de evaporacién.

Cuadro L.—Miétodo de rectificacién del antigene de floculacidn de Eagle.

A. Preparacion e antigenos con concentraciones variables de extractus de tepidos.

Antigeno NY
1 2 ] 4 £
Extracto alcobdlice doblemente concentrado,
fortificado con colesterol v estero) de
., gfrmenes de maix al 0.6% cada unn, e, | LA 1.2 10 0.8 0.6

Sfﬂncién en aicohol absoluto de 6% de
imlcncrol ¥ 0.6% de esterol de gérmenes
Af’de maiz, cc, ..... e U . |08 0.8 R B 14
Concentracién Jde extractos de ejidos en res ' '

Jre]aciéu con ¢l exwracws original oo bex | 12x | LOx | 08x | GAX

ik o Lo
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a

Dilucion de suero positive tn suere
Antigenn| negativo
N 1:2 14 T8 | 16 f-E:32 | 1164 Sucro Observaciones
Megative
1., .. BN + o+ -+ —_— — — Reacciones negativas sua-
I R ’ ves,
2., + + L B =+ o~ — Reacciunes negativas sua-
ves (mezcla éptima)
LRI I + + 4+ + e — Reacciones negativas’ com
. - - granulaciones ‘
4.0 “E * + + + + —_ — | Reacciones negativas ¢
- . granulaciunes
5oL | + 4 - |+ - -z | Reacciones neganvas  con
B granulaciones

" B, Método de analizar antigenos rectificados

Conelusidn: Cada 12,0 c.c. del extracto-alcohédlico original deberdn ser concen-
trados a 10.0 c.c. antes de la adicién de esteroIes En el Venercal Disease Research
Laboratoy algunos pulvos de corazén de res que produjeran antigenos que no respon-
dieron a los métodos de rectificacién prescritos, han side alterados pur extraccion
preliminar con acetona (3 c.c. para cada gramo de polvo durante 18 Horas‘a tempe-
ratura ambiente), de modo que se obtuvieron antigenns satisfactorios para ia reac-
cidn de floculacién de Eagle.

2. Coloque el plate de evaporacidn en el bifia de Marla a 56° C ¥
deje concentrar el antigeno hasta 10 c.c. =

3. Pase of antigeno a un pequeiio frasco y aflada 60 mg. de coles-
terol y 60 mg. de estérol de gérmenes de mafz. Caliénte ¢l frasco en bano
de Maria a 56° C. para ayudar a la solucién de los esteroles.

4. Pese 600 mg. de colesterol y 600 mg. de esterol de gérmenes de
malz Dlsuelvalos en 100 c.c. de aIcohoI absoluto

5. Diluya 1.6 c.c., 1.2 c.C., 1.0 cc,08 cc. v 06 c.c., dcl extracto
concentrado de -antigeno conteniendo 0.6% de colesterol v 0.6% de es-
terol de gérmenes de maiz, con 0.4 c.c,, 0.8 cc, 1.0 cc,, 1.2 cc. vy 1.4 cc,,
respectivamente, de alcohol absoluto conteniendo 0.6% de colesterol y
0.6% de esterol de gérmenes de maiz, e

6. Prepare diluciones en sene de un suero pos1t1v0 conocxdo ¥y un
suero negativo conocido. ’

7. Analice cada uno de los cinco antigencs con estas mezclds de
sueros, E] antigeno que Jdescubra la cantidad mis pequefa de suero. sifi-
11t1co ¥ que no muestre evidencia de agregadua con suero ncg‘atwo reprEv
senta la proporcmn opnma de extracto a mezcla dc alcohol
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- Bl cuadro 1 ilustra el método de preparar y analizar antigeno con con-
centraciones variables de extractos de tejido en la forma antes descrita.

REACCIONES DE FIJACION DEL COMPLEMENTO
DE EAGLE .

Equipo y Cristaleria
Cristaleria '

1. Tubos graduados para centrifuga de 15 c.c.
~ 2. Tubos con cuello para centrifuga de 50 c.c.

Preparacion de Sueros

1. Separe los sueros de las sangres coaguladas por centrifugacién y
pipeteo o decantacién,

2..Caliente los sueros a 56° C. durante 20 a 30 minutos o de 60° a
62° C. durante 3 minutos. Los sueros previamente calentados deberin ser
nuevamente calentados durante 5 minutos a 56° C. el dia del anilisis.

Nota: 5i se desean reacciones de fijacién del complemento de sensi-
bilidad mixima, es necesario en primer lugar eliminar de los sueros las
hemolisinas naturales anti-carncro, Esto puede ser logrado en la siguien-
te forma:

a) Pipetée 1 c.c. de cada suero no calentado en un pequeiio tubo
(12 X 75 mm.) y coléquelo en el refrigerador durante 15 6
més minutos,

b) Afada una gota de glébulos rojos de carnero lavados y com-
primidos a cada suero y mezcle bien.

c) Lleve nuevamente todos los tubos al refrigerador durante 15
minutos,

d) Centrifugue todos los tubos ¥ separe los sueros por Jdecanta-
cion. Bvite al pasar los residuck celulares del lavado de las pa-
redes y del fondo de Jos tubos.

e) Caliente los sueros a 56° C. durante 20 a 30 minutos o de
60° a 62° C. durante 3 minutos. Los sueros previamente ca-
lentados y absorbidos deberan ser calentados Jurante 5 minu-
tos el dia del analisis,

Preparacitén del Liquido Cefalotraquideo

1. Centrifugue y decante todos los liquidas cefa.lorraqmdeos para
eliminar restos celulares y particulados.
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~2. ‘Calfente -todos los liquidos -cefalorraquideos recibides por correo
o almacenados durante 3 & mis dias,a 56 C. durante 15 minutos, para
inactivar sus substancias termolabiles anti-complementarias.

3.. Los_liquidos cefalorraquidens recientcmente extra:dos 501 ana.h-
zados sin calentimiento preliminar,

Reactivos

1. Solucidn salina normal (0.85%%):

a)

b)

Pese 8.5 grms, de cloruro de sodio seco (A, C. 5.) para cada l1-
tro de solucién salima. La sal puede ser pesada y distribuida
en tubos tapados con tapdén de corcho para evitar el pesado
diario. La solucién salina deberd ser preparada Jiariamente.

Disuelva la sal en agua recientemente destilada y filtre en un
frasco con tapdn de vidrio o de gasa de algodon

Ponga una porcidn de solucion salina suficiente para dﬂuu' el
complemento que va a ser usado en el anilisis de fijacién de
complemento, en el refrigerador, dejando el resto z la tempe-
ratura ambiente.

2. Dilucién de Antigeno:

a)

Coloque la cantidad necesaria de antigeno en un frasco (vea
“Preparacién del Antigeno para la Reaccién de Fijacion del

- Complemento de Eagle™, pagina 27). Vierta la cantidad de-

EjyamrLO:

signada de solucidn salina lentamente en el antigeno. La can-
tidad de dilucion de antigeno necesitada puede ser calculada
por el nimerp de tubos conteniendo antigeno en el anilisis
y en las titulaciones, El factor de dilucién es anotado en la
etiqueta del frasco de antigeno. La Josis del anilisis es 0.4 c.c.
de antigeno diluido.

Solucién
Antigena Salina
{ L0 ce, —_ 120 c.e.

Titulo designado del anti 1:120 -
Titulo designado del antigeno 0.6 c. _ 72 ce.
oo o 1.0 c.c. — 160 e.c.

.. o~Titule designado del antigeno 1:160 . .

A Famiui > . 04(”:. - 64CC

b)

El antigeno diluido se deja reposar a temperatura ambiente.

3. Suerc-complemento:

a) Suero de cobayo exento de células o de glébulos, puede ser

16
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del suero, cuando el laboratorio acostumbra sangrar a los co-
hayos el dia anterior al que son practicados los andlisis de fi-
jacién del complemento. Los sueros de 3 o mis cobayos debe-
rin ser mezclados y llevados al refrigerador,

b) E! suero-complemento deshidratado debera ser llevado a su
volumen original afiadiendo [a cantidad necesaria de diluyente
amortiguado o de agua.destilada. El complemento rehidratado
deberd ser guardado en el refrigerador.

<) El suero-complemento guardado en estado de congelacién de-
berd ser vuelto al estado liquido colocindolo a temperatura
ambiente 0 a 37° C. solo el tiempo suficiente para que se
tunda, Como el contenido de proteina de estos sueros tiende
a depositarse en el fondo del tubo durante la descongelacién,
estos tubos de suero deberin ser mezclados adecuadamente
por inversidn y regresados al refrigerador (6° a 10° C.).

d} Pruebe previamente el complemento para obtener una com-
binacién satisfactoria predecible con el antigeno. (Véa “Reac-
cidn Previa del Complemento™ pagina 27.)

. Dilucién de hemolisina:

a) Prepare un lote de dilucién de hemolisina al 1% en la siguiente

forma:
Solyeidn salina (0.85%) ..ot 9.0 cc.
Fenol (en solucidn salina al 3%) ................. 4.0 ce.
Hemalisina ghicerinada (50%) .................... 2.0 cc

La solucién del fenol deberi ser bien mezclada con solucién salina
antes de que la hemolisina glicerinada sea afadida. Esta solucidn
se conserva bien a la temperatura del refrigerador, pero debera
ser desechada cuando contenga precipitado,

b) Las diluciones de hemolisina son preparadas por mezcla pos-
terior de partes aliciotas de la solucion al 1%. -

Preparacidn-de la suspensidn de los globulos rojos de carnero:

a) Filtre una cantidad adecuada de sangre de carnero preservada
a tubos de centrifuga de fondo redondo,

b) Anada 10 a 135 volimenes de solucidn salina a cada tubo.

c) Centrifugue los tubos a una fuerza suficiente para depositar
los globulos en § minutos,

d) Elimine el liquido sobrenadante por succidn a través de una
pipeta capilar, quitando la capa superior de glébulos blancos.
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e) Vierta los glébulos en un tubo de centrifuga graduado, re-
suspenda en una segunda porcién de solucidn salina y recen-
trifugue hasta que haya sido obtenido un volumen constante
de globulos, Generalmente bastaran 10 a 15 minutos de 2,000
22,500 p.om,

f) Lea el volumen de las células comprimidas en el tubo de la
centrifuga y elimine cuidadosamente el liquido sobrenadante.

g) Prepare una suspension de glébulos de carnero al 3%, lavelos
" en un frasco con un volumen de solucidn salina caleulado para
gu uso en la siguiente forma:

Volumen de células comprimidas

¥ 97 = wolumen necesitado de solucién
3 salina.

EjemeLo:

Volumen de e¢élulas comprimidas 3.3 c.c
3.3 ¢

® 97 == 106.7 c.c. necesitados de solucion salina.
3

k) Coloque el frasco con la suspensién de gldbulos en el refri-
gerador cuando no esté en uso. Agite siempre el frasco antes de
usarlo para obtener unu suspensién uniforme de glébulos, ya que
los glébulos se sedimentan en el fondo del frasco cuando son de-
jados en reposo,

Reacciones Cualitativas con Suero

1. Coloque los tubos de ensayo (13 X 100 mm.) en gradillas de
modo que haya dos tubos para cada suero, incluyendo los controles de sue-
ros positivo y negativo, Numere [a primera hilera de tubos para corres-
ponder a los sueros analizados.

2. Pipetée 0.2 c.c. de solucidn salina en cada tubo de la primera hilera.

3. Pipetée 0.6 c.c. de solucidn salina en cada tubo de la segunda hi-
lera.

4. Afiada 0.2 c.c. de suero calentado a los dos tubos del analisis.

5. Afiada 0.4 c.c. de la dilucién de suero-complemento al 1:10 a cada
tubo. ‘

Nota: Una dilucién de complemento 2l 1:10 g5 prep H
9 c.c. de solucidn salina fria para cade c.c. de suero-comple-
mento.
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6. Afada 0.4 c.c. de antipeno diluido a cada tubo de la primera
hilera.

7. Mezcle el contenido de los tubos agitando bien la gradilla y co-
léquela en el refrigerador a 6° C. durante 3 a 4 horas.

8. Prepare los tubos controles de antigeno y de globulos en la si-
guiente forma:

a) Tubo control de antigeno:

Solucién salina al 0.85% .......c.ooiniiiiiinn 0.4 c.c.
Dilucién de antfgeno ............covoiiiio.t. e 0.4 cc.
Complemento, 1:10 ... ... . ... ... ... ... ... 0.4 o

.b) Tubo control de globulos:

Solucidn salina ... . ... o i i 1.2 ¢

9. Coloque los tubos controles de antigeno y Jde glébu.los en el re-
frigerador con los tubos de la reaccién misma.

10. Prepare 4 juegos de tubos controles de complemento del siguien-
te.modo.

a) Coloque los tubos de ensayo en una gradilla de modo que
haya 4 juegos de 4 tubos cada uno, numerados del 1 al 4.

b) Pipetée 0.4 c.c. Je solucion salina, en los tubos numerados con
el N? 1, Pipetée 0.6 c.c. de solucidén salina en los tubos nume-
rados con el N* 2. Pipetée 0.7 c.c. de solucidén salina en los
tubos con los Nos, 3 v 4.

¢) Afada 0.4 c.c. de antigeno diluido a todos los tubos.

d). Afiada 0.4 c.c. de dilucién de complemento al 1:16 a los tubos
numerados con el N7 1.
Afada 0.2 c.c. de dilucidn de complemento al 1:10 a los tubos
numerados con el N¢ 2.
Aiiada 0.13 c.c. de dilucién de complementa al 1:10 a los tubos
numerados con el N* 3.

Afiada 0.1 c.c. de dilucién de complemento al 1:10 a los tubos
numerados con el N? 4.

€) Mezcle el contenido de los tubes por agitacion de la gradilla
y coléquelos en el refrigerador.

11. Practigue la titulacion de hemolisina de acuerdo con la siguiente
descripcion:

a) Coloque los 7 tubos de ensayo de 13 X 100 mm. en una
gradilla. ‘
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b) Prepare una dilucién de hemolisina 1:1200 pipeteando 11 c.c.
de solucién salina en un frasco de Erlenmeyer de 23 cc ¥
adicionando 1 c.c, de‘solucién del lote de hemolisina al 1:100.

¢) Prepare una serie de diluciones de hemolisina a partir de la
dilucién de 1:1200 en la siguiente forma:

Dilucién final de hemolisina

£:1200 {1 :1400 {1 :160 {1 :2000 |1 :2400| 1 :3000 |1 4000

1:1200 hemotisina, cc. ..... 04| oa4| 03| oze| ozl oas| 0az
Selucion salina al 0.85% c.c. [Ninguna 0.06 01] 0.6 0.2] 0.24) 0.28

d) Prepare una dilucion de complemento al 1:23 afiadiendo 0.2
c.c. de suero de cobayo a 4.8 c.c. de solucidn salina y afada
los reactivos a los tubos en la forma indicada en el cuadro N° 2

Cuadro N® 2.—Técnica de la titulacion de la hemolisina (1)

Tilucién de hemolisina

1:1200( 1:1400{1:1600] 1:2000| t :2400]1:3000 (1 :4000

e e b oee| e | er o | e
Dilucién de hemelisina ..... .. 0.4 0.4 04| 04 0.4 0.4 0.4

~ Complemento, 1:25 ........... 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Suspension de células 3% ..... 0.4 04 04 04 0.4 0.4 0.4
Solucién salina 0.85% ._...... 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.3 0.8

e} Coloque la gradilla en el bafio de Mariz a 37° C, durante 30
minutos, '

f) Saque la gradilla del bafic de Maria v lea la titulacidn de
hemolisina.

El Titulo de Hemolisina es la Mayor Dilucién que Produce
Hemolisis Completa

12, Compare la titulacidn de hemolisina en Ia siguiente forma:

a) Prepare 3 pequefios lotes de glébulos sensibilizados (aproxi-
madamante 8 a 12 c.c.y, mezclando partes iguales de hemoli-
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sina diluida ¥ de suspensidn de glébulos al 3%. Los 3 titulos
de hemolisina usades deberin incluir el punto de titulacién

observado en la siguiente forma:

EjeMero: Titulacién observada igual a dilucién 1:2000

Por lo tanto, glébules sensibilizados con hemolisina diluida:

1:1600 (titulo inmediato inferior).

1:2000 (titulo observado).

1:2400 (titulo inmediato superior).

Los volumenes de hemolisina Jiluida y de suspensidén de glébulos
que pueden ser usados en la preparacién de pequefas cantidades de glo-
bulos sensibilizados, requeridas, son presentados en la siguiente des-

cripeidn;

Tiiule Solucion v hemolising
Loty 1-1000

Solucidn salina
al 0.85%

Suspenstin de
rlébules al 3
per clento

C.L,
19200 0 .ol 0.4+ -
10400 ...l - 0.3
1:1600 . ...l 0.3
12000 . ..., 0.2
1:2400 ... . ....... 0.2
F:3000 . . oL, 0.2
14000 0 L Ll 0.1

[
4.4
3.9
4.3
18
4.6
5.8
3.9

el
4.8
4.2
48
4.0
4.8
6.0
4.0

b) Saque 3 juegos de controles de complemento del refrigerador
y coléquelos en baiio de Maria a 37° C. durante 30 minutos.

¢) Saque los controles de complemento del bafio de Maria y
afiada 0.8 c.c. de cada lote de suspension de glébulos sensibi-
lizados a cada tubo de un juege de tubog controles de comple-

mento, Mezcle por agitacion,

d) Coloque la gfadilla conteniendo los 3 juegos de tubos contro-
ies de complemento en el bafio de Maria a 37° C. durante 30

minutas.

e) Saque la gradilla del bafio de Maria y observe el grado de

hemolisis.

Nota: Los primeros 2 tubos de la titulacidén del complemento de-
berin estar completamente hemolizados. E! tubo 3 debera es-
tar parcialmente hemolizado y el tubo 4 deberd mostrar poca
o ninguna hemédlisis. Cualquier error en la titulacién de he-
molisina se vuelve aparente inmediatamente, Si el primer tubo

- de solucién estd completamente hemolizado los globulos han
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sido sensibilizados inadecuadamente v deberd afiadirse mayor
cantidad de hemolisina. Si 3 tubos muestran lisis completa se
ha usado un exceso de hemolisina.

f) Elija como titulo correcto de hemolisina la dilucién de hemo-
lisina que reuna las condiciones arriba mencionadas.

13. Prepare unz cantidad suficiente de suspension de glébulos sensi-
bilizados de modo que 0.8 c.c. puedan ser afladidos a cada tubo de ani-
lisis de suero y a todos los controles, mis 0.4 c.c. para cada tubo a los
analisis de liquido cefalorraquideo. Partes iguvales de hemolisina (diluida
de acverdo con el titulo verificade) y de suspensién de giébulos al 3%,
cada una contenida en pequefios frascos de precipitado son mezcladas va-
ciindolas de un frasco al otro varias veces. Los volimenes de hemoligina
diluida v de suspensién de glébulos al 3% gque pueden ser usados en la
preparacién de 100 c.c. aproximadamente de globulos sensibilizados son
lustrados en el siguiente cuadro:

e . . . Suspensidn dr

Titwlo final Soluridn de hemolivina hr)lwwn,;a!mn glibutos al 3

Lote 1:100 al 0.35% or cients .
. o, X3
200 ... Ll 4.0 44.0 8.0
1400 49 528 36,0
12600 . o kR] 45.0 48.0
1:2000 .. ... L.l 2.5 47.5 50.0
122300 ..o Ll 0 46.0 48.0
£:3000 ... L. 20 58.0 0.0
14000 ... .. ... ... 1.3 58.5 50.0

14, Saque del refrigerador, después de un periodo de 3 a 4 horas,
las gradillas de los analisis de suero, incluyendo el juego restante de tubos
de control de antigeno y de gldbulos v coloquelos al bafio de Maria
37° C. durante 30 minutos.

15. Saque las gradillas del bafio de Maria y anada 0.8 cc. de sus-
pensién de globulos sensibilizados a cada tubo.

16. Mezcle bien el contenido de los tubos por agitacidn y vuelva a
poner las gradillas en el bafo de Maria para la incubacién final de 20 a
30 minutos, :

17. Observe el grado de hemélisis en los 4 tubos del juego control
de complemento. Los tubos 1 v 2 deberin mostrar hemadlisis completa ¥
el tubo 3 hemélisis parcial después de incubacion de 20 a 30 minutos en
el bafio de Maria a 37° C. Si lps tubos 1 y 2 requieren 20 minutos para
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aclarar, las gradillas de las reacciones con suero son leidas después de la
incubacién final de 20 minutos. 8i los tubos t y 2 requieren 30 minutos
para aclarar, las gradillas con suero son leidas después de 30 minutos de
incubacion final. El control de antigeno debera estar completamente he-
molizado. El control de gldbulos no deberd mostrar hemdlisis.

18. Saque cada gradilla del bafic de Maria al terminar el periodo de
incubacién final. Anote la hemélisis observada y reporte en la forma
descrita en “Lectura e Informe™.

Lectura e Informe

1. Observe los resultados de las reacciones cualitativas con suero o
con liquido cefalorraquidec e informe de acuerdo con la siguiente dés-
cripcidn:

Lectura de los tubos de en- | Lectura del tubo control
sayo (conteniendo antigenos) {sin antigeno) Informe
Hemalisis completa o casi Hemélisis completa Negativo
completa
Hemélisis parcial Hemélisis completa Dudoso
No hay hemélisis o hemdélisis | Hemélisis completa Positivo
apenas perceptible '
No bay hemélisis o hemélisis | No hay hemédlisis o hemdlisis [Anticomplementario
parcial parcial

Reacciones Cualitativas con Liquido Cefalorraquideo

1. Prepare tubos de ensayo (13 X 100 mm.) en gradillas de modo
que haya 2 tubos para cada liquido cefalorraquideo, incluyendo los con-
troles positivo y negativo del liquido cefalorraquideo.

2. Pipetée 0.2 c.c. de solucidn salina en cada tubo de la primera hi-
lera. Pipetée 0.4 c.c. de solucién salina en cada tubo de Ia segunda hilera,

3. Anada 1 c.c. de liquido cefalorraquideo a los 2 tubos del anilisis,

4, Afiada 0.2 cc. de dilucion de suero-complemento al 1:10 a cada
tubo,

Nota: Una dilucién de complemento al 1:10 es preparada afiadiendo
9 c.c. de solucién salina fria a cada 1 c.c.’ de suero-complemento.

5. Afiada 0.2 c.c. de antigeno diluido a cada tubo de la primera
hilera, :

6. Mezcle el contenido de los tubos agitando bien la gradilla y co-
I3quelos en el refrigerador de 6° 4 7° C durante 3 a 4 horas.
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Sueto analiza- -
do Suero Control|{] Lectura de Resultados
T[] e
Lisis completa Lisis completa]
s
\_/J DUDOSO
Lisis parcial { Lisis completa
W O
No hay lisis |} Lisis completa
W w ANTICOMPLEMENTA!
: RIO
Lisis patcial Lisis parcial .
U ANTICOMPLEMENTA
RIO
No hay lisis No hay lisis

1 LECTURA E LA REACCION DE FIJACION DE
ee)

) = ™ |
u-.u uEu MPJTO UE “EAGLB

Figura N* 1
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7. Complete los anlisis en la forma descrita en “Reacciones Cuali-
tativas de Suero™ (pigina 18), excepto que deben afadirse 0.4 c.c. de
suspension de globulos sensibilizados a cada tubo de analisis con lquido
cefalorraquideo en lugar de los 0.8 c.c. prescritos para los analisis con
SUEro,

8. Informe los resultados observados en la forma descrita en “Lec
tura e Informe™ (pagina 23).

Reacciones Cuantitativas con Sueros o con Liquidos
Cefalorraquideos

Preparacidn de las diluciones de suero o de liquido cefalofraquideo.

1. Coloque tubos de ensayo (13 x 100 mm) en gradillas, 6 tubos para
cada suero o liquido cefalorraquideo que deban ser analizados. Incluya
un par de tubos para cada suero positivo, suero negativo y cont_rol-es de
antigeno y de glébulos (%).

{3} El siguiente método para preparar las diluciones de suero y de liquido
cefalorraquideo es preferido por el docter Harry Eagle:
Suera: Coloque cantidedes decrecientes de suero en una serie de tubos ¥ leve el
volumen total a 0.4 c.c. con solucién salina al 0.85% en la forma abajo indicada.

Control
Tubo N* . ... ..., 1 2 3 4 1 1
Suero total, ¢c, ... ..ueei...... 0.2 ] 0.1 0.2
Suero al 18 ce, oovuvunnnnnl ) uns 0.4 0.2 0.1
Solucitn salina al! 0.85% cc. [ 0.2 0.3 . 0.2 0.3 6.6
Dilucién final ............... 12 1:4 1:8 t:16 1:32 ves

Ligquids cefalorraguideo: Calcule cantidades decrecientes de liquido cefalorraqui-
dedl en una seric de tubos y lleve ¢l volumen total a un c.c, con solucién salina al
0.85% en la forma ahajo indicada:

Control
Tuboe N* ... v 1 2 3 4 5 13
Liquido cefalorraquides, ¢. c. .. { 1.0 0.5 p.25] ... .. 1.0
Liquido cefalorraquideo al t:4,
T U B e | 10 | o0s
Solucién salina al 0.85% c.c. .. |... 0.5 075 | ... 0.$ 02
Dilucién final ...... ........ 1:1 12 t:4 13 1:16 ‘ee

2. Pipetée 0.6 c. ¢. de solucién salina al tubo 1 y 0.4 ¢. c. a los tubos
2, 3, 4,5 y 6 para cada suero. : -
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3. Pipetée 1 c.c. de solucidn salina en los tubos 2, 3, 4y 5y 0.2 ¢. ¢
al tubo 6 para cada liquido cefalorraquideo.

4, Para cada suero:

Afada 0.6 c. ¢. d¢ suero calentado al tubo 1.

Mezcle v pase 0.4 c.c. al tubo 6 (control de suero) y al tubo 2.
Mezcle el tubo 2°y pasé 0.4 cic. al tubo 3.

Mezcle el tubo 3 y pase 0.4 c.c. al tubo 4.

Mezcle el tubo 4 v pase 0.4 c.c. al tubo 5.

Mezcle el tubo 5 v deseche 0.4 c.c.

5. Para cada lquido cefalorraquideo:
Afiada 1.0 c.c. de liquido cefalorraquideo a los tubos 1, 2 y 6.
Mezcle el tubo 2 y pase 1.0 cc. al tubo 3.
Mezcle el tubo 3 y pase 1.0 c.c. al tubo 4.
Mezcle el tubo 4 y pase 1.0 cc. al tubo 5.
Mezcle el tubo 5 y deseche 1.0 c.c.

Procedimientos de Analisis

1. Afiada 0.4 c.c. de dilucién al 1:10 de suero complemento a cada
uno de 6 tubos de los andlisis con suero (conteniendo suero diluido).

Nota: Una dilucidn de complemento al 1:10 es preparada afiadiendo
9 c.c. de solucidn salina fria para cada 1 c.c. de suero com-
plemento.

2, Afada 0.2 cc. de dilucién de suero complemento al 1:10 a cada
uno de 6 tubos de anilisis de liquido cefalorraquided (conteniendo 1ir
quido cefalorraquideo diluido).

3. Afiada 0.4 c.c. de antigeno diluide a cada uno de los primeros
5 tubes de los anilisis con suero..

"' 4. Afada 0.2 cc. de aﬁtigend difuido a cada uno de los primeros
tubos de anilisis con liquido cefalorraquideo.

5. Mexcle el contenido de los tubos agitando la gradilla y coloquelos
‘eni el refrigerador de 6° a 8° C. durante.3 a 4 horas y después a.37° G
durante 30 minutos.

6. Afiada 0.4 c.c. de suspensién de globulos sensibilizados a cada tu-
bo del analisis con liquido cefalorragquides y 0.8 c.c. de suspension de
glébulos sensibilizados a cada tubo de anilisis con suero y complete los
analisis en la forma descrita en “Reacciones Cualitativas con Suero”
{pigina 18). o

7. Los resultados son informados en términos de la mayor ditucion de
suero 6 de liquido cefalorraquideo que produce una reaccién POSITIVA.
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Reaccién Previa del Complemento

Es esencial hacer e} anilisis previo de los sueros-complemente indi-
viduales para asegurar que no son inactivos por ¢l antigeno bajo las con-
diciones del anilisis de fijacion del complemento (2). Esto puede ser He-
vado a cabo en la forma descrita en el cuadro 3,

Cuabro 3.—Métode de pre-scléceion del complemento (2)

4

Actividad hemoiitica
del complemento des-
pués de incubacion
sin antigeno haje las
condiciones del ani-

! pues

Actividad hemoliiica
del complemento des-
de  incubacion
con antigenn bajo las

L -
condicienes del and-

lisis, Tisis.
Dilucién de antigeno en ta forma
uwsada en el andlisis, cc. . .} 0 [ 0 4 04 04 D4 D4
Dilucion de complementn at t:10 .
L e PO [ SV % S - BEOR N A X X - B R
Solucién de NaCl al 0.85% cc.08 09 1.0 11 | 04 05 0.6

0.6

+ horas én el refrigerador: seguidas por media

hora en el baio de Maria a 37° C; 0.8 c.c, de

glébutas sensibilizadins en la forma usada en el
analisis son afiadidos entonces.

e A B e

Resultados de Hemélisis

Com- Par- Nin~

Complemente A ..............|]Com- Com- Com- Par- Com-

: pleta pleta pleta cial pleta pleta cial gura

Complemente B .............. Com- Com: Com- Par- Com- Com- Com- Par-
. . pleta pleta pleta cial pleta pleta pleta cial

Complemente C ._............ Com- Cem- Par- Nin- Par- Par- Nin- Nin-
- pleta pleta cial guna cial cial . guna guna

~

Concrusiéy: Complemento A ~~Deterioracién minima bajo la influencia de anti-
geno, adecutada para el uso. Complemento B.~8in deterioracién bajo la influen-
cia de! antigeno, adecuado para.el uwso. Complemento C—grandemente inae-
tivo bajo 1a influencia- det antigeno, no adecyado para el uso,

Preparacion del Antigeno para la Reaccion de Fijacién
del Complemento de Eagle

Un extracto alcohélico colesterolizado de corazon de res es emplea-
do. Pl poivo de corazén de res (*) puede ser usado,

(4) Obtenible de los Laboratorios ‘Difco, Inc., Detroit, Mich.
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1. Pese 30 grms. de polvo de corazdn de res y coloquelos en un frasf
co de Erlenmeyer de 300 c.c. con tapdn de vidrio.

2. Afada-2530 c.c. de eter anestésico puro (J c.c. por gramo de pol-
v0) ¢ incube durante 13 minutos de 30° a 37° C. con agitaciones fre-
cuentes,

3. Filtre por succidn a través de papel filtro exento de grasa. De-
seche esta y todas las demis extracciones etéreas.

4. Afiada 230 c.c. de éter anestésico puro al polvo himedo y repita
la extraccion en la misma forma.

5. Repita la extraccion etérea 4 veces.

6. Lave el polvo de corazén de res con 100 c.c. de éter anestésico
fresco mientras que el polvo esté en el embudo filtro.

7. Saque el polvo del embudo y déjelo secar a temperatura amblcnte
hasta que quede exento de éter.

8. Coloque el polvo en un frasco de Erlenmeyer con tapdn de vidrio
exento de éter y aflada 5 c.c. de alcohol absoluto por gramo de polvo
Anote la cantidad de alcohol empleada.

P

9. Extraiga el polvo de corazdn de res durante 5 dias a temperatura
ambiente guardindolo én un lugar obsctro,

10. Filtre el extracto alcohdlico a través de un papel filtro exento
‘de grasa.
) 11, Lave el polvo en el embudo filtra con pequeias porciones de
alcohol fresco hasta que ¢l volumen del filtro alcohdlico combinado y los
lavados sea igual a la cantidad de’ alcohol usada originalthente pard la
extraccion.,

12, Afada 0.6 mg. de colesterol por cada c.c. de extracto alcohdlico,
13, Caliente el antigeno (extracto alcohdlico colesterolizado) en ba-

“fio de Marfa a 36° C. hasta que ®l colesterol se haya disuelto. Este.anti-
geno deberi ser guardado a temperatura ambiente.

Reacciones para Actividades. Anticomplementarias
y Hemoliticas del 'Antigeno :

Cada lote de antlgeno ‘deberd eer analizado, una vez, para investigar
sus actividades anticomplementaria y hemolitica y estar seguros que estas
propiedades indeseables no son tan- pronuncudas COmO".para. que SU uso
interfiera en la reaccién.

1. Titulacién anticomplementaria. del-antigeno:
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a) Prepare diluciones de antigeno en la siguiente forma:
Dilucién final de antigeno ...} Il 121 13 1 i 1:8 1:12
Antigenn, o ... e 0.4 0.2 | 013 [ 0.1 0.07 | 0.05 ; 0.035
Selucion Salina 0.353%. ce. .. . [Ninguno| 0.2 | 0.27 | 0.3 0.13 0.33 { 0.37

b} Complete el anilisis en Ia forma indicada con el cuadro 4.

¢) Conchusién: En este ejemplo {cuadro 4) el antigeno no es
anticomplementario en una dilucién mayor de 1:6.

Cuadro 4
Dilucién de antigen
1| 2 13 1| 16 1:2 | 1:12
Dilucién de antigeno, ¢ ..oooo.- 0.4 | o] 04 | 04 0.4 | 04| 04
Solucién salina al 0.85%, cc. .... o4 | ] 04 1 047 04 | 04| 04
Complemento, 1:10 e’ ... ...... 04 | 04§ 0.4 0.4 0.4 0.4 G.4

Después de ¢ horas de 6° a 8° C. seguimos por 3 minutos a 37°'C. afada 0.8 c.c.
de glibulos seusibilizados a todes los tubes y regreselos al bate de Mavia durante

30 minulos.

Ejempla de hemélisis después Com- Nin- Nin- Par-  Com- Cem- Com-
de 30 minutos 2 37° €. .... pleta gura guna cial

pleta

pleta

pleta

2. Titulacién hemolitica del antigeno:

a) Prepare las diluciones de antigeno en la forma descrita para
"“Titulaciéon anticomplementaria del antigeno {(a)".

b) Complete el anilisis en la forma indicada en el cuadro 5.

Cuadro 5
Pilucion del ann’g.enn
1:1 12| 13 1:4 1:4 P8 112
c.f. e |oer . | e, .. ..
DiluciAn de antigeno ..., ... 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
$olucién salina al 0.85% ..... 1.2 1.2 | 1.2 2] 1.2 1.2 1.2
Suspension de glébulos al 3%5.. 0.4 4 1 04 0.4 | 04 8.4 0.4




Las lecturas san hechas después de que ing Lubns han estade durante S0 sy
tos ¢en ¢l bado de Maria a 37° C,

Ejempln de hemdlisis |

Com- | Nin-
pleta | guna

Nin-
guna

Nin- |
Zuna

Nin-
guna

N
tng

Nime
guna

¢} Conclusién: En este ejemplo (cuadro 3) el antigeno no es sig-
- nificativamente hemolitico,

Determinacién del Titulo del Antigeno

La dilucién Optima del antigeno necesita ser determinada sélo una
vez con cada lote de antigeno.

1. Prepare una difucion de antigeno al 1:40 virtiendo lentamentc
39 c.c. de solucion salina al 0.85% en un frasco que. contenga 1 c.c. de

antigeno,

Prepare diluciones de antigeno de acuerde con la descripridn siguiente: - -

R

Dilucién final del antigeno ...... 1:40 1:80 | 1:100 | t:120 | 1:160 | 1:200
Dilucién de antigeno al 140 c.c. .. 8.0 440 5.2 2.7 2.0 1.6
Solucién salina 2l 0.85%, c.e. ..... | Ninguna| 4.0 1.3 5.3 60 | 64

2, Prepare las diluciones de un suero fuertemente positive calenta-
do de acuerdo ton las siguientes instrucciones,

Dilucién final del suern ...... L {12 |1 | 18 ) 56 | 1:32 | 164
c8uero, C.o. L..iiiiiiiiiiiaa., 4.0 2.0 1.0 0.5 | 025 | 0.125) 0.062
Solucién salina al 0.85%, c.c. .. |Ninguna{ 2.0 | 3.0 | 3.5 | 3.75 | 3.9 .| 40

3. Practique la titulacion en la forma descrita en el cuadrosé: Las.
angtacioncs muestran un resultado tipico de titulgeion.

Cuadro 6.w;-brtlrminacién de la diluciin épuma del antigens,

e . Resultado de la reaceidn de fijacion del forhplement

Dilucion del ﬁfrmgeno-- ‘ to en-suero diluido-con solucién sialind,
v | 1z o1 |1 [ fas | 132 14 |orazs

148 .. T B I I N [ )
1:30 4+ + + +. ) =1 — - -
1:300 ...l + + + o+ 4 - —_ —
1:126 + + + + + + .1 e -
(63 13 R o+ + + + + 1 =+ — —
1200 ...l + + + -+ -+ — — -—




.+ = positivo (sin hemdlisis).
! + = Dudoso {hemdlisis parcial).
- == negativo (hemélisis completa),

4. La dilucidn mas reactiva es considerada como la dilucién dptima
del antigeno. El ejemplo mostrado en el cuadro N? 6 indica que el anti-
geno analizado fué mais reactivo en las diluciones 1:120 6 1:160. Al pre-
parar el antigeno para el uso diario en el anilisis, el volumen correcto de
solucidn salina es vertido lentamente en un volumen de antigeno. La di-
lucién del antigeno deberi ser opalescente y homogénea y no tener gra-
nulos visibles.
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REACCIONES DE HINTON

Equipo y Cristaleria
Equipo General

1. Agitadora Kahn (275 a 285 oscilaciones por minuto, con amplitud
de pulgada y media).

2, Termdmetro de maxima y minima,

Cristaleria

1. Tubos de ensaye (*) de 100 X 11-V4 mm. de didmetro exterior.

2. Frascos, Brlenmeyer, de 125 6 250 c.c. con dos compartimentos
eemicirculares en el fondo formados por un reborde en forma de
V. invertida {Prascos de Hinton).

Reactivos:

1. Indicador de Hinton (Ver “Preparacién del Indicador Gliceri-
nado de Hinton (Regular), pigina 34},

2. Solucidn de Cloruro de Sodic al 5 por ciento.
a) Pese 5 gramos de cloruro de sodic (A. C. 8.) previamente
secado.

k) Afiada el cloruro de sodio 2 100 c.c. de agua recientemente
destilada y caliente la solucién en un autoclave a 15 libras de
presién durante 15 minutos. ’

¢) Guarde la solucion de sal en botellas tapadas con tapones de
cristal a temperatura ambiente,

3. Solucién de cloruro de sodio al 0.85 por ciento:

a) Afada la cantidad necesaria (8.5 gramos por cada litro} de
cloruro de sodio seco, al agua recientemente destilada. Esta
solucién no necesita ser calentada y debe ‘ser preparada el dia
que se va a usar. o ' '

4. Solucidn de glicerina al 50 por ciento:

{1) Aparecen bajo el N* 45060/873, en el catilogo de Kinlable Glass Co,, Vi-
neland, N. J.
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a) Mezcle volumenes iguales de glicerina Baker y Adamson (reac-
tivo) y agua destilada. Esta solucién dura, sin dafiarse, inde-
finidamente,

Preparacién del Suero

1. Separe los sueros de los coagulos por centrifugacién y pipeteo o
Jdecantacion,

2. Caliente los sueros en el bafio de Maria durante 30 minutos a
356° C. No se debe calentar los sueros antes del dia en que s¢ van a ana-
lizar. Si hay necesidad de repetir el examen en una muestra, Use suero
recién separado del codgulo, si lo hubiere.

3, Vuelva a centrifugar cualquier muestra a la cual se ie hayan for-
mado particulas visibles durante el calentamiento,

Preparacion del Indicador Glicerinado de Hinton
(Regular)

1. Pipetée una parte del indicador de Hinton dentro de uno de los
compartimentos del frasco de Hinton,

WNota: No se debe mezclar de una ver una cantidad menor de 1 c.c.
ni mayor de 5 cx. del indicador de Hinton,

2, Pipetée 0.8 c.c. de lz solucidn de cloruro de sodio al 5 por ciento
dentro del otro compartimento del {rasco de Hinton. Debe tenerse cui-
dado al depositarla dentro de la botella para evitar una mezcla prema-
tura de las soluciones.

3. Mezcle los contenidos del frasco, agitindolo ripidamente de un
lado a otro durante ! minuto exactamente.

4. Deje reposar la mezcla durante 5 minutos exactamente,

3. Agregue 13.2 partes de la solucidn de cloruro de sodio al 5 por
ciento y agite el frasco vigorosamente.

6. Agregue 15 partes de la solucidn de glicerina al 50 por ciento y
agite la botella hasta que la suspensién sea hemogénea.

7. Guarde la botella tapada con un tapdn de cristal, en el refrigera-
dor. Esta suspension, designada como solucién del indicador glicerinado,
se conserva en buen estado por lo menos durante 3 semanas.

REACCION ESTANDAR DE HINTON CON SUERO

1. Coloque los tubos de ensayo (100 3 11-14 mm. de diimetro ex-
terior) en gradillas adecuadas, de manera que haya un tubo para cada
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suerc que se va a analizar y para los sueros positivo y negativo de con-
trol. Numerar los tubos de modo que correspondan a los niimeros que
identifican los sueros,

2. Pipetée 0.5 c.c. de cada suero calentado dentro del.tubo corres
pondiente.

Nota: Qcasionalmente los sueros que son fuertemente positivos pro-
ducirdn una reaccidn negativa cuando se usan 0.5 cc. de sue-
ro como cantidad para el anilisis. Cuando se sospeche una
reaccion de este tipo deberd hacerse el andlisis también con
0.1 c.c. de suero, ademis del hecho con la cantidad de 0.5 c.c.
de suero.

3. Pipetée 0.5 cc. del indicador glicerinado de Hinton dentro de
cada tubo con suero. '

Nota: Debe agitarse bien el frasco que contiene el indicador gliceri-
nado de Hinton al sacarlo del refrigerador. Tome la cantidad
necesaria del indicador glicerinado y guarde el frasco en el re--
frigerador inmediatamente,

4. Agite a mano las gradillas que contienen los tubos, hasta ver que
los sueros y el indicador glicerinado estén mezclados.

5. Agite las gradillas con los tubos en la agitadora de Kahn durante
3 minutos,

6. Quite las gradillas de la agitadora y coldquelas en el badio de Ma-
ria a 37° C. durante 16 horas.

Nota: El bafio de Maria debe permanecer destapado durante este pe
riodo. El bafio de Maria debe estar equipado con termome-
tros de temperatura mixima y minima vy ki temperatura no
deberd bajar a menos de 34° ni subir a mis de 39° C. para
obtener resultados dignos de confianza.

Lectura e Informe

1. Coloque una ldmpara cilindrica, fluorescente, de 18 o mis pul-
gadas de largo, con pantalla frente o un lugar con fondo obscuro. El foco
de la limpara deberd quedar escasamente arriba del nivel de los 0jos.

2. Saque cada tubo de la gradilfa cuidadosamente sin alterar su con-
tenido.

3. Sostenga el tubo a un dngulo de 45°, al nivel de los ojos, cerca
de la pantalla de Ia limpara,
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4. Vea si hay clarificacién del liquido y la presencia o ausencia de
un anillo de copos o grinulos blancos y gruesos en el menisco.

3, Levante ¢] tubo inclinado un poco mis arriba del nivel de los ojos
y vea a través del mismo hacia el fondo obscuro, para asi determinar Ja
presencia o ausencia de floculacion.

6. Informe los resultados en la siguiente forma:

Positivo............ Copes o granules blancos y gruesos en el menisco, ¥ flocu-
lacién definida cuando los tubos son ligeramente agitados.

Negativo........... Ausencia de un anillo o banda de floculos, ¥ cuando ne
aparece floculacién ni hay aspecto granuloso al agitar
ligeramente los tubos. Los sueros contaminados con bac-
terias o hemolizados frecuentemente producen un anillo
blanquecino que se adhiere fuertemente al tubo,

7. Centrifugue todos los tubos a los cuales no se les pueda hacer
lecturas francamente positivas o negativas, a 2.000 r.p.m. durante ¥ mi-
nutos. _

8. Retire los tubos de la centrifuga y lea las reacciones en la forma
antes descrita.

9. Informe los resultados como sigue:

Dudoso........vu- .. Aquellas reacciones que muestran una granulacién grue-
sa en el meniseo, y floculacién definida cuando los tubos
son agitados suavemente.

Negativo........... Todas aquellas muestras que no reaccionan como se des-

cribe para las reacciones dudosas.

10, Informe las muestras que estén hemolizadas o contaminadas co-
mo “no satisfactorias™ a menos que la reaccidon sea fuertemente positiva.

REACCION RAPIDA DE HINTON CON SUERO
1. Caliente el suero fresco durante 3 minutos a 60° C.

2. Coloque los tubos de ensayo {100 3 11-1} mm. de diametro ex-
terior) en gradillas adecuadas de modo que haya un tubo para cada suero
que se va a analizar y para los sueros positivo y negativo de control.

3. Pipetée 0.5 c.c. de cada suerc por analizar dentro del tubo corres-
pondiente.

4. Afiada 0.5 c.c. del indicador glicerinado a cada tubo con suero y
agitelo en la agitadora durante 10 minutos, después de haberlo agitado a
mano para mezclar ¢l contenido de los tubos.
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5. Retire la gradilla con los tubos de la agitadora y coléquela en el
bafio de Marfa a 37° C. durante 20 minutos.

6. Retire los tubos del bafio de Maria y centrifugue a 2,000 r.p.m.
durante 10 minutos.

7. Retire los tubos de la centrifuga sin agitar su contenido,

8. Lea cada tubo como se describe bajo “Lectura e Informe™ {pa-
gina 33).
9. Informe los resultados observados en la stguiente forma:
Positive, . .......... §i hay copos claramente visibles en el menisco y se ven
fléculos al agitar los tubos suavemente,

Negativo........... Cuando no hay anille o banda de fléculos en ¢l menis-
co, ¥ no hay fleculacién cuando los tubos son ligera-
mente agitados,

No satisfactorio, ... Aquellas muestras hemolizadas o con contaminacién bac-
teriana, a menos que la reaecién sea fuertemente po-
sitiva,

Nota: Los resultados pueden ser comprobados colocando los tubos

en el refrigerador hasta que puedan ser colocados en el bafio
de Maria a 37° C. durante 16 horas y repitiendo la lectura.

REACCION CUANTITATIVA DE HINTON
Preparacion de Diluciones de Suero

Nota: El suero negativo es usado como diluyente. Bste puede ser
reunido con el de los anilisis de dias anteriores. Sin embargo,
si se debe hacer un nimero considerable de reacciones cuan-
titativas es deseable usar suero negativo previamente mertio-
lado con solucibén de mertiolato 2l 1:500 a una proporcién de
5 ¢.c. por }00 c.c. de suero reunido, filtrado a través de un
tiltro Seitz. '

1. Coloque una hilera de tubos de dilucién (100 X 114 mm. de
didmetro exterior), numerados del 2 al 10 y afiada 1.5 cc. de suero
negativo al tubo 2, 1 c.c. a los tubos 3, 4 y 5, 0.5 c.c. a fos tubos 6, 7, 8 ¥
9yleg al tubo 10.

2. Afiada 1 c.c. del suero del paciente al tubo 2.

3, Mezcle y pase I c.c. del tubo 2 al tubo'3. Continilie este proce-
dimiento hasta el tubo 10. Esto da lugar a las diluciones aproximadas
siguientes: 1:2.5, 1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:43, 1:67, 1:100, 1:200.

4, Prepare una serie de 6 tubos de ensayo (100 X 11-44 mm. D: E)
numerados 1, 2, 3, 4, 5 y 10 y pipetée 0.5 c.c. del suero del paciente en
el tubo 1,
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5. Pase 0.5 c.c. de suero diluido de los tubos de dilucién 2, 3, 4, 5
y 10 a los tubos de lz prueba del mismo numero. Como los tubos de di-
lucién 6, 7, 8 v 9 conticnen sdlo 0.5 ¢.c. de suero diluido; se vuelven par-
te de la serie de tubos de ensayo completando la serie del 1 al 10.

6. Afada 0.5 cc. de indicador gliceriniado a cada tubo y agitelo a
mano para asegurar Ja mezcla completa de suero e indicador.

7. Agite la gradilla de tubos en la agitadora de Kahn durante 5 mi-
nutos,

8. Coloque la gradilla de tubos en el bafio de Maria descubierto a
37° C. durante 16 horas,

9. Lea las reacciones en la forma descrita en “Lectura e Informe™
(pagina 33).

10. Informe los resilitados én términos de 1a mayor dilucién de sue-
ro que produce una reaccidn positiva, como pomtwo a la dilucién 18, a
la dilucién 1:16, etc.

Preparacion del Indicador
‘Solucién madre de Polvo de Corazén de Res

Se emplea un extracto alcohdlico colesterolizade de corazdn deshi-
dratado de res (?).

‘L. Pese 100 grms. de polva de corazon de res v coldquelos en un
frasco de Erlenmeyer de un litro con tapdn de cristal.

2. Afiada 400 c.c. de éter anestésico puro y agitelo bien a mane du-
rantg 10 minutos.

3. Deje asentar y vierta el éter a través de un papel filtro desechan-
do esta extraccidn etérea y las siguientes,

4. Separe el polvo hiimedo del papel filtro y coléquelo nuevamen-
te en ¢l frasco original.

Nota: No deje secar la porcion principal de tejido extractado entre
las extracciones.

5. Afada 400 cc. de éter anestésico al polvo himedo y repita las
extracciones en la misma forma.

6. Repita las extracciones etéreas hasta un total de 5 veces.

7. Saque el polvo del frasco v séquelo a temperatura ambiente has-
ta que quede exento de éter y péselo.

- {(2) Puede obtenerse en los Laberatorios Difco, Detroit, Mich.

)
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8, Coloque el polvo seco en un frasco con tapdn de cristal y afiada
-alcohol ctilico de 95% (5 c.c. de aleohol para cada gramo de poivo)

. 9. Extraiga durante 3 dias a temperatura amb1ente agitando el con-
tcmdo del frasco v1goro$amente a mano. tres veces cada dia.

10. Filtre el extracto alcohdlico a través de papel exento de grasa a
un frasco con tapdn de cristal.

11. Afada 0.4 grms. de colesterol (De Merck Q. P.) para cada 100
c.c. de extracto alcohdlico.

12. Caliente el extracto alcohdlico colesterolizado en el bafio de Ma-
ria a 37° C. hasta que el colesterol se haya disuelto. Esta solucién es de-
nominada indicador solucién madre v debera ser guardada a temperatura
ambiente,

13. El indicador solucién madre deberi ser analizado frente a un
indicador hallado satisfacterio por determinacién y serolégica.

Nota: QOcasionalmente es necesatio el ajuste de la concentracidn li-
poidea para la preparacién de un indicador solucidn madre
satisfactorio. Se ha descritc un procedimiento en el que la
concentracién lipoidea puede ser cambiada de acuerdo con las
necesidades (1). :

REACCIONES CUALITATIVAS Y CUANTITATIVAS
" “"CON INDICADOR CARDIOLIPINA.LECITINA

1. Se preparard el indicador glicerinado del indicador solucién madre
conteniendo cardiolipina y lecitina purificada, en la misma forma descrita
para el indicador solucién madre hecho con polvo de corazén de res.

2. Se practican los anilisis v los resultados son leidos e informados
en la forma descrita para el indicador regular de Hinton.

Preparacion del Indicador Solucion Madre de
Cardiolipina y Lecitina

Fl indicador para las reacciones de Hinton puede ser preparado de
soluciones alcohdlicas de cardiolipina, lecitina ¥ colesterol. Se ha dicho (2)
que los mejores resultados se obtuvieron con un indicador conteniendo
0.7 c. c. de solucién de cardiolipina (8.92 mg. por c. c.) 1.0 c. c. de solu-
cion de lecitina (30.91 mg. por c. c.) ¥ 2.3 c. c. de solucidn de colesterol
(4.0 mg. por ¢.c.). ‘

Recientemente recibimos el siguiente enunciado del doctor W. Hin-
ton:

“Los indicadores solucién madre Hinton han sido preparados con cardiolipina y
lecitina fabricada de acuerdo con las direcciones de Pangborn y las reacciones practi-
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cadas con estos indicadores han sido mds exactas hasts la fecha que las practicadas
con indicadores hechos con extractos de corazdn de res. Nuestra experiencia ha sstado
confinada al wso de tres lotes de cardiolipina-lecitina preparada en el Laboratorio
de la doctora Pangborn ¥ un lote preparade en un Laboratorio comercial, Hasta que
se puedan obtener comercialmente la cardiolipina y lecitina de concentracién y po-
tencia especificadas, serd posible dar una deseripcion breve de la forma de ajus-
tar las cantidades de estas substancias para obtener resultados éptimos”,

REACCIONES DAVIES-HINTON
Reaccién de Floculacion Davies-Hinton para liquido
Cefalorraquideo

Reactivos

1. Indicador glicerinado de Hinton {Véa “Preparacidn del Indica-
dor Glicerinado de Hinton", pigina 34)}.

2. Solucién de cloruro de sodio al 0.85%:
a) (Véa "Reactivos para las Reacciones de Hinton™ pagina 33).
3. Solucidén de cloruro de sodio al 3.0%.

Afiada la cantidad necesitada {3 gramos para cada 100 c.c) de
cloruro de sodio seco al agua recientemente destilada. Esta solucién debe
ser preparada el dia en que sea usada.

4. Suerc humano negative de Hinton:

a) Seleccione uno o mis sueros francamente negativos a la reac-
cion de Hinton y vuelvalos a analizar de acuerdo con la téc-
nica de “Reaccion Ripida de Hinton con Suero™, {pigina 36),
empleando las dos cantidades siguientes: .

Tube N? 1: 0.5 c.c. de suero v 0.5 cc. de mdlcador glice-
rinado de Hinton.

Tubo N* 2: 0.1 c.c. de suero y 0.5 t.c. de indicador glicerinado
de Hinton.

Nota: Cuando se analiza un gran nimero de liquidos cefalorraqui-
deos es conveniente reunir, filtrar a través de filtros Seitz y
mertiolizar (1:10.000) los sueros y practicar reacciones rapi-
das de Hinton en forma antes descrita. Guarde los sueros
analizados de 8° a 10° C. durante no mas de tres semanas.
Evite el uso de sueros turbios.

5. Solucion de goma de acacia al 20%.
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a) Coloque 20 gramos de goma de acacia en polvo. blanco (U.
S. P.) en un frasco de 4 onzas (3)

b) Afiada. 100 c.c. de solucién de sa] al 3%.

¢) Coloque el tapcm de baquelita sobre el frasco (no atornille el
tapon).

d) Cologque el frasco en el autoclave y calxentela a 15 libras de
presion durante 15 minutas,

e) Retire los frascos del autoclave, atornille bier e} tapdn, agite-
los bien para completar la solucion de acacia y manténgalos
en condiciones estériles.

T
f

Reaccion Preliminar de Suero Negativo Hinton y Solucién
de Goma de Acacia :

1. Mezcle 5 c.c. de suero negativo Hinton con 5 cc. de solucién
de goma de acacia al 20% para cada 10 hquldos cefalorraqmdeOs que de-
ban ser analizados. B

2. Practique una reaccién rapida en la siguiente forma:

a. Pipetée 0.6 c.c. de solucién de cloruro de sodio al 0.85% en
un tubo de ensayo (100 x 11}4 mm. D. E), afiada 0.2 c.c. de
mezcla recientemente hecha de acacia-suero 'y 0.2 c.c. de in-
dicador g11cennado de Hinton y mezcle bien por agitacion.

b. Coloque el tubo en el bafio de Maria a 37° C durante 30 mi-
nutos. - ' -

¢. Centrifugue el tubo a 2.000 r.p.m. durante 5 minutos.

‘'d, Una mezcla satisfactoria de suerc-acacia da una reaccidn ne-
gativa. :

Preparacion del Liquido Cefalorraquideo

Centrifugue ¥ decante el liquido cefalorraquideo. Los liquidos visi
blemente contaminados con bacterias no son satisfactorios para el analisis.
Un liquido cefalorraquideo sanguinolento puede ser analizado después de
haber sido aclarado por centrifugacién, pero deberd ser informado como
no satisfactorio para el analisis si se observa una reaccién positiva.

€3) Son satisfactorios los frascos de cristal con. tapén de rosca de. baguelita y
recubiertos de vinylite,
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Reaccién de Floculacién con quulio Cefa[orraqmdeo

1. Preparc en una gradilla 4 tubos de ensayo (100 x 11-44 mm. D.E).

uno detrds de otro, para cada liquido ‘cefilorraquideo que deba ser anali-

zado y para controles de liquidos cefalorraquideos positivo y negativo.

Numere los tubos de modo que correspondan a los nimeros de indentifi-
» cacion de cada liquido.

2. Pipetée 0.6 ce. de cada ll;qixido cefalorraquideo al tubo numerado

correspondiente a la primera hilera, 0.4 c.c. al tubo de la segunda hilera,

02

€.C. al t‘ubo de la tercera hilcra vy0.1c d al tubo de la (ltima hilera,

4, Afiada 0.2 c.c. de indicador glicerinado de Hinton a cada tubo.

. 5. Agite vigorosamente las gradillas de tubos hasta -que su contenido

se vuelva completamente homogéneo.

6. Coloque las gradlllas de tubos en el bafio de Marfa a 37° C. du-

rante 16 horas.

7. Retire todos los tubos del bano de Marla ¥ centnfuguc a 2.000 r.

p.m. durante 5 minutos.

Lectura e Informe

1. Retire- suavemente los tubos de la centnfuga sin agitar su con-

temdo

2. Ante una luz artlflcml adecuada (véa “Lectura e Informe™ de las

pruebas de Hinton, pigina 33}, golpée suavemente el tubo en su base
mientras lo sostiene por su extremo superior.

3, Informe coino positivos todos los liquidos cefalorraquideos que

muestren_fléculos claros dispersindose del menisco hacia abajo en cual-
quiera de los cuatro tubos.

4, Vuelva 2 cenmfugu' a 2.000 r.p.m. durante 5 minutos todos los

otros tubaos.

5. Retire los tubos de la centnfuga ¥ vuelva a examinarlos golpein-

-dolos en la forma antes descnta
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6. Informe en.la mgu:ente forma:

o . . N - N - .
© Positiva.. i .. " Fléeulos claros dispersados hacia abajo del menisco en
RIS Ano o mis de los cuatro tubos.
Dudosa............. Floculacién discutible en cualquier tubo.
Negativa. i, ... % .7 Ausencia de floculacién y aspecte de vidrio molido ca

todos los tubos,



REACCION DE MICRO-FLOCULACION DE
DAVIES-HINTON
Equipo y Cristaleria
Equipo General:
1. Tapones de hule (1}
2. Bulbos de hule para pipeta capilar,
Cristaleria:
" 1. Tubos de cristal de didmetro interior 80 x 2.5 mm.

2. Pipeta capilar (10 x 1 cm. didmetro, con plpeta capllar de 1 mm.
de didmetro aproximadamente).

Preparacién del Suero
1. Colecte la sangre en tubos de vidrio (80 x 2.5 mm.).

2. Quite el tapén de un extremo del tubo y utilice un alambre para
separar el coagulo de las paredes del tube. -

" 3. Coloque el tubo de coleccién de sangre tapade en un tubo de en-
sayo rotulado, de 13 x 100 mm. y centrifugue a alta velocidad durante
'10 minutos. En el caso en-que el suero no esté- b:en separado vuelva a
centrifugar. AL e -

4. Afada agua a los tubos de 'ens:'a.y'o dc _13 X 100 mm. conteniendo
los tubos de coleccion de sdngre tab’adbé‘-;(coh el codgulo hacia abajo) y
coloquelos en el bafio de Marta a 56°:C durante 30 -minutos. -

5. Retire los tubos del bano de Mana y deseche el agua de los tu-
bos de ensayo.

6. Retire el tapon del extremo en el que esta el suero ¢n e} tubo de
coleccién y marque el tubo'inmediatamente arriba de la unién del suero y
el codgulo, con una lima para. vidrio.

7. Sostenga ho;izontalrrfen_te el tibo de coleccién, rémpalo 'y des
eche la parte del tubo que contiene el cogulo.

. Procedimientos de la Reaccion

1. Pase cady suero a dos tubos de coleccién (80 x 2.5 mm.) de vi-
drio. Un tubo deberi contener una columna de suero de 2.5 cms. de
largo v el otro una columna deg 0.3 cms. a 1.0 cm. de largo.

*2.Afiada al tubo que contiene la columna de 2.5 c.c. una cantidad
de indicador glicerinado de Hinton igual a la cantida.d de suero en el tu-

1) Tapén de vial nimere 3 del catd!ogo N°® 68 de West Co,. 1,117 Shaka
max~~ |t Philadelphia, Penna. .

’--u-.‘ '
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bo. Use una pipeta capilar para el indicador. Deberd tenerse cuidado
de que el aire no separe el suero del indicador.

3. Afiada una cantidad de indicador glicerinado de Hinton igual a
cinco veces aproximadamente la cantidad de ‘suero contenido en el se-
gundo tubo (columna de suero de 0.5 cm. a 1.0 cm.). :

4, Mezcle el suero y el indicador de Hinton en cada tubo, inclinan-
do el tubo hacia los extremos alternadamente 10 veces..

3. Tape ambos extremos de los dos tubos de coleccién y coléquelos
en los tubos de ensayo {13 x 100 mm,) numerados en forma idéntica.

6. Llene con agua los tubos de ensayo conteniendo los tubos de co-
leccién tapados y coloquelos en el bafio de Maria a 37° C. durante 16
horas,

7. Retire los tubos del bafio de Marfa, vacie el agua de los tubos
de ensayo y centrifugue los tubos de ensayo conteniendo los tubos de
coleccién tapados, durante 5 minutos a 2.000 r.p.m. aproximadamente.

Lec':t,u,;a e Informe

1. Lea los resultados con el objetivo de bajo poder del microsco
pio y soIo la luz sufmente para que los agregados en el menisco sean
facilmente visibles. La platina del microscopio deberd ser inclinada a
30° aproximadamente de la linea horizontal y el tubo debera ser colo-
cado bajo la lente con el menisco hacia arriba,

2, Observe el grado de floculacién, en caso de haberla, en ¢l menis-
co ¢ informe los resultados en la sigujente forma:

Positiva ..... .+ .Grumos bien definidos, discretos y compactos en el me-
nisco en cualquiera de los tubos. (El golpeo auave del
tubo puede ayudar a que loa grumos floten' a-1a vista).

<Negativa ........ No-hay grumos visibles en ningiin tubo. -Las particulas
- granulares, turbias y amorfasen el menisco también son
interpretadas como negativas.

Dudosa ......... Algunos pequefios grumoa en ¢l menisco de cualquier tubo.
o " En estos casos los grumos deberdn ser redispersados gol-
peando €l tubo con el dede y el tubo serd nuevamente

centrifugado durante 3 minutos. La reaccién es infor-

mada dudosa si se ven nucvamente pequefios grumos en el

menisco, pero si los prumos son grandes y compactos

en cualquiera deilos tubos serd informada como positiva.
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1. Hameis, Ao; Rosenmere, A, A.; Bossak, H, N.: Standaridization of Hinton
indicator. ; Ven. Dis. Inform 23 263-245, July 1942, .
2. Stuarr, G. G.; Grant, J F Hinton, W. A.: A note on the use of car-
. diolipin io t_he preparation_of indicator (atingen) for the Hinton test. J.
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REACGIONES DE KAHN

Equipo y Cristaleria
Equipo General
1. Gradillas de Kahn.

2. Gradillas para viales de antigeno.

3. Miquina apgitadora de Kahn (275-285 oscilaciones por minuto
con amplitud de L4 pulgadas) '

4. Espejo de microscopio.
5. Lampara fluorescente (ajustable).

6. Lampara tipo cuello de ganso con bombilla azul opaca.
Cristaleria ©o

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

2, Pipetas de Kahn para medir cantidades de 0.25 c.c. de suspen
sion de antigeno graduadas en 0.0125 c.c.

hY
3. Pipetas de 1.0 c.c., graduadas en 0.01 cc.

4, Viales de Kahn para Ia suspensién de antigeno de fondo plano
v con un didmetro interior de 55 x 15 mm,

Reactivos

1. Aptigeno estindar de Kahn, (Ver “Preparacidén del Antigeno
Estandar de Kahn, pagina 66):

a. El antigeno debe guardarse a la temperatura ambiente en la
ascuridad. El frasco de antigeno que.se usa diariamente debe
de guardarse en envase de carton para evitar gue sea expuesto
a la luz

b. El antigeno no deberi ponerse en contacto con tapones de
hule o corcho porque ambos tontienen- elementos solubles en
aleohol los cuales afectan su especificidad. Dichos tapones de-
beran ser cubiertos con papel de estafio de primera calidad o
vinylite,

<. Pueden registrarse cambios en el antigeno debido al enveje
cimiento de éste, los cuales generalmente se reflejan en reac-
ciones de apariencia negativa. 51 estas reacciones llegaran a ser
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demasiado claras o demasiado tuﬂkas el antigeno debera set
titulado y estandarizado nuevamente.

2. Antigeno sensibilizado de Kahn, {Véase “‘preparacion del an-
tigeno sensibilizado de Kahn, pigina 35).

3. Solucidn salina:

a. Pese 9.0 grms. de cloruro de sodio seco quimicamerite purd’”
(calidad reactivo) para cada litro de solucién salina. El clo-
ruro de sodio deberi ser pesado y distribuido en tubus bien
tapados para evitar pesarlo a diatio.

“b. Disuelva el cloruro de sodio en agua destilada fresca v agite la
solucién perfectamente para asegurar una mezcla completa.
Filtre v guarde en frascos bien tapados.

Preparacmnes de Sueros

1. Separe ci suero de los coagulos por medio de centrlfugaclon y
pipetée o decante el suero sobrenadante.

2. Caliente los syeros en el bafio de Maria 2 una temperatura de
56° C. durante 30 minutos, Después de sacar los sueros del bafio de Ma-
rla se dejan a temperatura ambiente por lo menos 'diez minutos, -de ma-
nera que las muestras vuelvan z la temperatura ambiente antes de ser
analizadas. ce

Cuando se necesite repetir la prueba de los sueros, estos deberan
calentarse nuevamente por diez minutos,. si.dicha repeticién se lleva a
caba dentro de las 2 a las 24 horas del penodo inicial del calentamiento
y 15 minutos si se hace despues de las 24 horas.

3. Centrifugue nuevamente cualquxer muestra en la cual se hayan
formado ‘precipitados visibles durante:el’ panodo.del 'ca.icntamlento. :

Reaccién Estindar (Cualitativa): de Kahn
conSuero . ¢

1. Prepare los tubos en gradillas estandar de Kahh,l"dg"modo que
haya tres tubos para cada suero que se vaya a analizar, incluyendo con-
troles ‘desuero positivo, suero negativo y satina. Numere la primera fiia
de tubos con. ios« numems* qua corresponden a los sueros: quc se esten
anahzando B

2, Prepare la suspensién de antlgeno estandar en la sxguxente forma:

a. Mida en un.vial de suspensién de. antigeno. la.cantidad de
soluclon salina de acuerde con el txtulo requerida para una
- ~tidad A --"geqo.



Nota: Bl titulo en el frasco de antigeno indicari-la cantidad de
solucion salina que debe ser mezclada con 1.0 c.c. de anti
geno para obtener una suspensién de reactividad estindar.
Generalmente 1 c.c. de antigeno da suficiente suspension par
ra veinte andlisis,. No deberd medirse en un solo vial me-
nos de 1 cc. ni mig de 2 c.c. de antigeno.

b, Mida en un segundo vial de suspensién la cantidad requerida
de antigeno,

. € Vierta la solucién salina sobre el antigeno y, sin dilacion, pa-
se el contenido de un vial al otro 12 veces, evitando derra-
mar ¢| contenido al hacer la mezcla.

d. La suspension de antigeno se deja reposar por 10 minutos
antes de usarla, ¥ no deberi emplearse después de 30 minutos
de preparada.

3. Coloque €l dedo -pulgar sobre la boca del vial y agitelo suave-
mente para suspender las particulas de antigeno.

4. Pipetée 0.05 c.c. de suspensién de antigeno, directamente al fon-
do de cada tubo de la fila de enfrente de la gradilla, empleando una pi-
peta de antigeno de Kahn,

5. Pipetée 0.025 c.c. de suspension de antigeno directamente al fon-
do de cada tubo de la fila de, en medio de la gradilla, empleando una pi-
peta de Kahn

6. Pipetee 0.0125 c.c. de suspension de antigeno directamente al fon-
do de cada tubo de Ia fila de atras en la gradilla, empleando una pipeta
de Kahn,

. Agregue 0.15 ¢.c. de cada suero a los tres tubos de la serie corres-
pondiente, conteniendo las cantidades de 0.05 c.c., y 0.023 cc. v 0.01253
c.c. de suspensién de antigeno respectivamente.

Nota: Complete la adicidn de suspension- de- antigenp v sueres de
una gradilla antes de afiadir la suspensién de antigeno y sueros
a otra gradilla.

8. Agite las gradillas 2 mano durante .10 scgundcs después que la
suspensmn de antigeno y suero hayan sido agregados a todos los. tubos
de esa gradilla.

9. Deje reposar la. mezgla de suero'anngeno a temperatura ambien-
te de 3 a 7 minutos.

+ 10. Agite la gradilla de tubos durante 3 minutos en la maquma ag1taﬂ
dora de Kahn. ~ -



11. Saque [a gradilla de la miquina agitadora. Agregue 1.0 cc. de
solucidn salina a cada uno de los tubos de la fila de enfrente v 0.5 c.c.
a cada tubo en las otras 2 filas.

Nota: Agregue 1a solucidn salina a una gradilla y complete la lectura
de los tubos antes de continuar con otra.

12, Agite la gradilla a mano, suavemente, por pocos segundos, para
mezclar el contenido de los tubos.

13. Lea cada tubo de la gradilla inmediatamente después de haberle
agregado la solucidn salina. (Véa “Lectura de los Resultados™ e “Infor-
me de los Resultados”, pigina 49).

14, Repita la lectura de cada tubo, 15 minutos después de haber h»-
cho la primera, cuando no se hayan obtenido reacciones negativas en la
primera lectura.

Cuadro l.—I)f'.frr‘ﬁﬁr‘fcilt de la Reaceidu Estindar (Cualitativa) Je Kahn con Sucro

Tuba 1 Tubo 2 Tuhs 3
{frente) {mudio} (atras}

Proporcicnes entre suero y suspensién de antigeno. 3:1 6t 12.1
Suspensidn de antigenn, ce. ... .o 0.05 0.025 0.0125
SUBLU €y vrvvivne s ianvieannanass ce 0.15 0.13 0.15

Agite & mano durante 10 SEgundo:,.
Deje reposar de 3 a 7 mimilos.
Agite durante 3 minutos ¢h la agitadora
de Kahn:
Svlucign salina,ceo ... . il Ll e 1.0 0.3 0.5
Agite suficientemente para® mezclar los in-
gredientes, ¥ examine por si hay presencia
o ausencia de precipitades.

Lectura de los Resultados

Métodos de Lectura usando la Luz de una Ventana:

1. Tenga una sola fuente de luz que venga de una sola ventana, di-
rectamente enfrente del lector.

2. Cubra la parte superior y la inferior de la ventana, reduciendo la
entrada de luz & una franja angosta.

3. Evite otras fuentes de luz en el cuarto.
4, Sostenga la gradilla frente a la parte descubierta de la ventana.

5. Diferencie las reacciones positivas y negativas por la clara opales-
cencia de los negativos y la turbides, u opacidad de los positivos y en el
caso de los positivos fuertes, por la presencia de fléculos.



6. Examine cada tubo que muestre cualquier grado de turbidez u
opacidad levantandolo varias pulgadas arriba del nivel de los ojos e in-
clindndolo hasta una posicién casi harizontal para extender el liquido en
una capa delgada. '

7. Observe el tamafio y nimero de los fléculos visibles.

Método de Lectura Usando el Espejo de Microscopio {Recomendado)

1. El espejo se coloca en la mesa de la lectura, con la superficie con-
cava hacia arriba.

2. Ajuste la lampara de lectura (bombilla de luz de dia o tubo fluo-
rescente) arriba del espejo Je manera que la imagen de la bombilla
no sea visible en el espejo, pero en tal forma que el tubo pueda ser sos-
tenido dentro del cono de luz.

3. Cologque cada tubo que se va a leer en una posicién inclinada de
manera que la porcidn baja del tubo quede de 1 a 2 pulgadas sobre el es-
pejo.

4. Veéa la imagen del contenido def tubo en el espejo y anote el gra-
do de floculacisn,

Interpretacion de los Resultados

Anote el grado de floculacion en la siguiente forma:

A Floculos relativamente grandes suspendidos en un medio claro.

34+, Fléculos de tamafnio mediano, suspendidos en un medio clare o lige-
ramente opalescente,

2400 Fléculos finos fécilmente distinguibles en un medio ligeramente
opalescente,

| Fléculos muy finos distinguibles en un medic ligeramente opa-
lescente.

.t PRI Fléculos extremadamente fines apenas distinguibles en un medio

{ligeramente opalescente).
Negativo....Un medio opalescente, libre de particulas visibles.

Informe de los Resultados
1. Informe los resultadas de las pruebas, como positivo, dudeso, ©
negativo, como sé muestra en los siguientes cuadros:

2. En todas las reacciones en donde el mayor grado de floculacion
es producido por la cantidad més pequenia de suspensidn de antigeno, (2°
y 3° tubos) puede usar el siguiente cuadro para informar:
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Suma de eruces enias -

Tecturat de 6 tubos {%) ) Reporte
a0 e e m e Positiva (44}
16521 0.0, Veerenes i e Positive (34)
Wets.......... e, et aaen Positive (24}

I T P freniraeiarae, Dudose (14)
4 PN e a b ea ey Dudoso (=)
3O MENDS coviviinrenennrs erees et .. Negativo.

{1)  Las lecturan de -~ son descartadas.

3. La forma de informar otros tipos de reacciones, se describe en
los cuadros 2 a 8,

Cuadro 2.~Tipos de Reacciones Informadas “Positivas (+ + + +3"

Suero
N'?

Primera Lectura

-
Segunda Lectura

Tubo § | Tube 2 | Tubo 3 -

Tdbo 1 | Tube 2 Tul;o 3

bt |t o+
Rt s
Fbbt |k +
T -

b b T
et R e B
O RS R +
+t |+t —

Cuadre 3.—Tipos de Reacciones Informadas “Positivas (++ -+ + +)" cuande las
Pruthas Suplementarias 1 6 2, son positivas,

Primera Lectura -

Segunda Lectura

Suero
N* )
Tubo 1 Tubo 2| Tubn 3 Tubo 1 -§ Tubo 2 | Tubo 3
) I o ko SRS B e e + 5
2 b [ 4 B o o B ++
5o L+t — g A A4+ —
LILERRTERT R &+ + - | 4+ —_ —
[ T o o o T e o o o ) Lo 4 b 4
[ T o+ b e I + FR e
7. g —_ e +-§. - —
L S + -+ -+ - + +
9 .. TR + — - + — —
SORAREEREEE . =4 = ® - = &+ =
3 S o e - + - -
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Cuadro 4—Tipos de Rearciones Informadas *Positivas { +

+ )"

pruebas Suplementarias 1 y 2 son negativas.

cuando las

N° Primera Lectura Segunda Lectura
Suerp B
Tubn 1 | Tube 2 | Tubo 3 Tubo 1 } Tuho 2 § Tubo 3
S, SR A EY Y S NN TR 4] Ftd ] A+
Z e ol 4+ ++ J++++] ++
3o Sk ok B A S +4 4+ F+ | bt

Cuadro §~Tipus de Reacciones Informadas “Positivas (+ +)" cuandn dos
pruebas Suplementarias 1 y 2 son negativas.

. Primera Lectura Segunda Lectura
Suerd
Nt ;
Tuho 1 Tubo 2 § Tubo 3 Tubo 1 { Tube 2 | Tubo 3
T +++4] ++ ++ +++ + 4 ++
2 444+ + + ++++ + I
RO R N + T++++] +++ 4+
B 1+ ++ +4+| ++4 ~
Cuadro 6.—T¥ipas de Reavciones Infurmadas “Dudosas ()" cuanda las
pruchas-Suplementarias 1 y 2 2on negativas,
Primeta Lectura Sepunda Lectura
Suern ] _
N* i
Tubi 1 Tubo 21 Tubs 3 Tubn 1 | Tubo 2 [ Tube 3
1 o B e e -k -+ 4 BN -
2 o ++ + ++ jad ++ 4+, - —
- + 4+ 4+ + - + 4 - R
L S + 4 ++ + + 4 o o+t
Cuadro 7i—Tipos de Reacciones Informadas "Dudosas ()" crando fas
pruebas Suplementarias 1 y 2 son ncgativas.
Primera Lectura Segunda Lectura
Suero .
Nt ) h
Tuba § Tubo 2 | . Tubo 3 Tybo 1 | Tubo 2 Tubo 3
) NN A + 4 e + 4+ + g =+
. S + -+ o+ 4 — + + + ———
3ol ireee + -+ o+ — + 4 + -
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Cuadro 8.—Tipes de Reacciones Informadas “Negotivas” cunnde las
pruchas Suplementarias 1 y 2 son negatives.

Primers Lectura Segunda Lectura -
Suero .
N?* ] . .
Tubo 1 | Tubo 2 | Tubo 3 Tubo t | Tubo 2 Tubo 3

L ++ =+ -+ + + e +
2 . ++ =+ —+ + -+ —_ —_—
 J N ++ =+ _— + 4+ — —_
oL Cies ++ T — — 4 — -—
A + + + + =+ +
6§ .., + =+ -+ + —_ —
? =+ =+ -+ + g— —
8 L =+ _ - -+ —_ —

REACCIONES SUPLEMENTARIAS DE KAHN
. CON SUERO

Reaccion Suplementaria N* 1

1. Pipetée 0.025 c.c. de la suspensidn de antigeno (véa “Reaccidn
Estindar (Cualitativa) de Kahn con Suero”, parrafo 2 pagina 46} en el
fondo de cada uno de dos tubos (numerados 1 y 2).

2. Agregue 0,025 cc. de suero (previamente calentado) al tubo N¥
1 y 0.03 c.c. de suero al tubo N° 2

3. Agite la gradilla a mano durante 10 segundos para mezclar el
contenido de los tubos. Déjelos reposar de 3 a 7 minutos,

4. Agitc la gradilla en la agitadora de Kahn durante 3 minutos.

5. Quite la gradilla de la agitadora, agregue 0.3 c.c. de solucidn sa-
lina a cada tubo y agitela para mezclar.

6. Léa inmediatamente como se describe en “Lectura de los Resul-
tados”, pigina 48, Una reaccién de 24, 34 6 4+ en cualquier tubo es
consnderada comg una reaccidn positiva.

Reaccion Suplementaria N* 2

1. Prepare diluciones de suero al 1:53, 1:1G y 1:20 Je la siguiente
manera:

a. Pipetée dentro de 3 tubos (numerados 1, 2y 3) 08,035 y 05
c.c. de solucidn salina, respectivamente,

b. Agregue 0.2 ¢.c, de suero al tubo | y mezcle.



¢ Pase 0.5 c.c. del tubo 1 al tubo 2 y mexcle.
d. Pase 0.5 c.c. del tuba 2 al tubo 3 y mezcle.

2. Pipetée 001 cc. de la suspension de antigeno (Veéa “Reaccion
Estindar (Cualitativa) de Kahn con Suero™, parrafo 2, pigina 46}, en
el fondo de 3 tubos de Kahn (numerados 1, 2 y 3).

. 3. Anada 0.13 c.c. de las diluciones de suero al 1:53, 1:10, 1:20 a los
tubos 1, 2 ¥ 3, respectivamente,

4. Agite la gradilla a mano durante 10 segundos para mezclar el
contenido de los tubos. Deje reposar de 3 a 7 minutos.

5. Agite la gradilla en la agitadora de Kahn durante 3 minutos.

6. Quite la gradilla de la agitadora, afiada 0.5 c.c. de solucién salina
a cada tubo, v agite para mexzclar,

7. Lea inmediatamente como se describe en “Lectura de los Resul-
tados”, pigina 48. Una reaccién de 2+, 3+, 6 44 en cualquiera de los
3 tubos es considerada como una reaccidn positiva.

Sistema de Control para la Reaccién Estindar de Kahn

1. Los controles de suero postivo, suero negativo'y solucidn salina
deberin ser probades con cada suspension de antigeno,

2. Los resultados obtenidos con sueros o liquidos cefalorraquideos
no deben ser informados si las reacciones tipicamente positivas y nega-
tivas no han sido producidas por los tres liquidos controles. El fracaso
para obtener reacciones negativas con suero negativo y solucién salina o
reacciones positivas con suero positivo de control puede ser causado por:
(1) -la solucién salina impropiamente preparada, {2) el antigeno no sa-
tisfactorio, (3) suspensién de antigeno preparada incorrectamente, o (4)
el uso de una suspensidn de antigeno que ha sido preparada mis de 30
minutos antes. Lo ideal seria que las pruebas de control fueran incluidas
al final de cada serie de anilisis.

Reaccion Cuantitativa de Kahn con Suero

1. Prepare diluciones de suero al 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 y
mayores si es necesario, en la siguiente forma:

a) Pi’petée dentro Je cada uno de 6 {o mis) tubos, 0.5 c.c. de so-
lucidn salina al 0.9 por ciento,

b} Anada 0.5 c.c. del suero calentado al primer tubo y mezcle.

c) Pase 0.5 c.c. del primer tubo al segunde y mezcle,
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d) Continte pasando y meszclando de un tubo al siguiente hasta
que s¢ hayan hecho todas las diluciones. Dejc la pipeta con
que se mezcla dentro del dltimo tubo.

Nota: Las diluciones de suero deben ser empleadas en la prueba in-
mediatamente después de haber sido preparadas,

2. Prepare la suspension de antigeno como se describe previamente,
mezclando antigeno estandar de Kahn con solucidn salina al 0.9 por
clento.

3. Después que la suspensidn de antigeno ha reposado 10 minutes
{pero no mis de 30 minutos), coloque el pulgar en la boca del vial
conteniendo la suspensidn y agitelo suavemente para obtener una suspen-
sién homogénea Jde particulas de antigeno.

4. Pipetée 0.01 cc. de la suspensidn de antigeno en el fonde de 6
(o mas) tubos de Kahn numerados.

5. Afada 0.15 c.c. de la dilucién de suero al 1:64 a la suspensién de
antigeno contenida en el tubo 6.

6. Aifiada 0.15 c.c. de la dilucién de suero al 1:32 a la suspensién
Jde antigeno contenida en el tubo §.

7. Continde afiadiendo 0.15 c.c. de las diluciones decrecientes del
suero a los tubos 4, 3, 2 y 1 respectivamente.

8. Agite la gradilla a mano durante 10 segundos y déjela reposar de
3 a 7 minutos,

9. Agite la gradilla en la agitadora mecanica durante 3 minutos.

10. Quite la gradilla de la agitadora, y afada 0.5 c.c. de la solucién
salina al 0.9 por ciento a cada tubo.

Nota: Ailadz la solucién salina a una gradilla y termine la lectura
antes de afladirla a otra.

11. Agite la gradilla a mano durante unos segundos para mezclar
el contenido de los tubos.

12, Lea cada tubo en la gradilla inmediatamente después Je haber
afiadido la solucién salina al 0.9 por ciento.

_ I3. Anote la titulacion del punto final, esto es, la dilucién mayor del
suero en la cual las reacciones de 44, 34 6 24 son observadas.

14. Calcule el titulo cuantitativo aplicando la férmula § = 4D, en
la cual § es la potencia del suero en términos de unidades de Kahn y D
3 la mayor diluciéon que muestra floculacién definida,
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EjamrLos: -

a. La mayor dilucion que muestra floculacién definida es 1:64
S = 4.3 64 6 256 unidades de Kahn.

b, La mayor dilucién que muestra floculacion definida es 1:16
S = 4 X 16 6 64 unidades de Kahn.

15. Los informes de 3 unidades, 2 unidades ¥ 1 unidad son dados
como resultados de la prueba cuantitativa cuando sdlo reacciones negati-
vas son obtenidas por el procedimiento cuantitativo, en sueros que pro-
ducen reacciones de 3+, 24 0 14, respectivamente, en la prueba cua-
litativa de Kahn.

Nota: Ha sido la prictica de los laboratorios del Servicio de Sanidad
Piblica de los Estados Unidos hacer pruebas cuantitativas so-
lamente a sweros que producen reacciones de 4 4 en la prueba
cualitativa de Kahn.

El Dr. Kahn recomienda que se hagan pruebas cuantitativas a los
susros que producen reacciones de 3+ 6 4+ en la prueba cualitativa.

REACCION PRESUNTIVA DE KAHN CON SUERO

Ejecucién de la Reaccién Presuntiva de Kahn con Suero

1, Cologue tubos de Kahn en una gradilla de manera que haya un
tubo para cada suero a probar, incluyendo controles de suero positive,
suero negativo y solucidn salina. Numere los tubos para que correspon-
dan con los sueros que se van a analizar. -

2. Prepare una suspension de antigene sensibilizado como sigue:

a. Mida en un vial la cantidad correcta de solucién salina reque-
rida para preparar una suspension de antigeno sensibilizado
con 1.0 c.c. de antigeno. (Ver “Mctodo para Ajustar el Titulo
del Antigeno Sensibilizado”, pagina 37).

b. Mida 1.0 c.c. de antigeno sensibilizado en uh vial para meszclar
antigeno.

¢. Vierta la solucion salina sobre el antigeno y tan rapidamente
como sea posible, mezcle 12 veces de un vial a otro sin es-
perar que se escurra el liquido.

3. Deje reposar la suspension de antigeno durante 10 minutos antes
de usarla. (Deseche la suspensién de antigeno después de pasados los 30
minutos de preparada.)

4. Coloque el pulgar en la boca del vial y agite suavemente para
suspender las particulas de antigeno por igual.
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5. Pipetee 0.02% c.c. de la suspensién de antigeno sensibilizado di-
rectamente en el fondo de cada tube.

6. Afiada 0.15 c.c. del suero calentado a cada tubo correspondiente.

Nota: Complete la adicidn de la suspension de antigeno eznsibiliza-
do y suerc a una gradilla antes de anadir suspensién sensibi-
lizada a otra.

7. Agite la gradilla a mano durante 10 segundos,

8. Deje reposar la gradilla durante 3 minutos a temperatura am-
biente. :

9. Agite la gradilla de tubos durante 3 minutos en la agitadora de
Kahn,

10. Saque la gradilla de la agitadora y afiada 0.5 c.c. de solucién sa-
lina a cada tubo.

Nota: Afiada la solucién salina a una gradilla y termine la lectura
antes de agregar la solucidn salina a otra.

11, Agite la gradilla a mano unos segundos para mezclar el contenido
en los tubos.

12, Lea cada tubo de la gradilla como se describe en “Lectura de los

Resultados”, pigina 48, inmediatamente después de afiadirle la solucién
salina,

13, Informe los resultados como sigue:

INFORME DE LAS REACCIONES PRESUNTIVAS pE KAHN CON SUERO

Lectura : Informe
B e et Positivo
B e e e e e Positive
b Dudeso
e e e e e Negativo
o Negativo
e e Negativo

Reaccion PRESUNTIVA bE KAHN cON suero

Suspensién de antigeno sensibilizade, cc. ............ 0.025
Buero (calentado) ce. ... i it e 015
Agite la gradilla a mano durante 10 segundos.

Deje reposar 3 minutos,

Agite durante 3 minutos en la agltadora Kahn,

Selucidn saling, .. ...oviivii i e &5

Léase inmediatamente.
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Método para Ajustar el Titulo del Antigeno Sensibilizado

1. Prepare la suspension de antigeno estandar de Kahn como se des-
cribe en “Reaccién Estindar (Cualitativa) 'de Kahn con Suero™, (pigi-
na 46).

2. Prepare 3 suspensiones de antigeno sensibilizado como sigue:

a. Mida en un vial para mezcla (marcado A) la cantidad in-
dicada de solucion salina requerida para preparar.]a suspensidn
de antigeno sensibilizado, con 1.0 cc. de antigeno sensibi-
lizada,

b. Mlda en un segundo vial para mezch (marcado B) 005 cc.
mis de la cantidad indicada de solucidén salina requetida para
preparar la suspensiéh de antigeno sensibilizado con 1.0 c.c. de
antigeno sensibilizada.

c. Mida en un tercer viil para mezcla (marcado C) 0.05 cc.
menos ue lu cantidad indicada de solucién requerida para pre-
parar la suspension de antigeno sensibilizado con 1.0 c.c. de an-
tigeno sensibilizado,

d. Mida 1.0 c.c. de antigeno sensibilizado dentro de cada uno de
los tres viales marcados A, B y C, respectivamente.

e. Vierta la solucién salina del vial marcado A dentro del vial
conteniendo el antigeno. también marcado. A, .y tan rapida-
mente como sea posible, vierta la mezcla de uno a otro 12
veces sin dar tiempo para escurrir los viales.

f. Haga lo mismo con los viales marcados B y C.

3. Deje reposar las suspensiones de antigeno por 10 minutos zntes
de usarlas, Las suspensiones de antigeno no deberin ser usades después
de haberse dejado reposar mis de 30 minutos,

4. Prepare 4 jucgos de tubos de Kahn, cdda juego en una gradilla
estindar de Kahn, y rotule los juegos 8,'A, B y C, respectivamente.

5. Pipetée 0.025 cc. de la suspensién de antigeno.estindar en el
fondo de los tres tubos rotuladus S.

6. Pipetée 0.025 c.c. de la suspensién Je antigeno sensxbll:zado A
dentro de los tubos del juego marcado A. :

7. Plpetee 0.025 c.c. de !as suspensiones de antigeno scnstblhzado B
y C, dentro de los tubos en log juegos ByC

- 8. Afada 0.15 c.c. del suero control positive calentado, a un tubo
de-cada juego. - :
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9. Afiada 0.15 c.c. de suero control negativo calentado, a otro tubo
de cada juego.

10. Afada 0.15 c.c. de solucidn salina al tercer tubo de cada juego.
11. Agite la gradilla a mano durante 10 segundos.

12. Deje reposar la gradilla durante 3 minutos a la temperatura
ambiente.

13. Agite la gradilla de tubos durante 3 minutos en [a agitadora
mecanica.

14. Saque la gradilla de la agitadora y anada 0.5 cc. de solucion
salina a cada tubo, '

15. Agite la gradilla a mano unos segundos para mezclar el conteni-
do de los tubos.

16. Lea y compare los tubos de cada juego conteniendo sueros de
control positivo, negativo y salino.

17. Escoja Ia suspensidn de antigeno sensibilizado, para probar los
sueros, que se ajuste a las tres siguientes condiciones:

a. El control positive muestra floculacidn de {a mezcla de sus
pensidn de antigeno y suero.

b. Los controles de suero negativo y solucidén salina estin libres
de particulas o floculos.

. Las reacciones del suero negativo y solucidn salina con la sus-
pensién de antigeno sensibilizado muestran el mismo grado de
opalescencia que las reacciones del suero negativo y solucidn
salina con la suspensidon de antigeno estandar.

Nota: Cuando las suspensiones de antigeno sensibilizado producen
reacciones mas turbias con suero negativo y solucién salina que
aquellas obtenidas con las suspensiones de antigeno estindar,
es necesario aumentar el titulo de la solucién salina general-
mente en cantidades de 0.05 cc., y muy rara vez en 0.1 cc
Cuando las suspensiones de antigeno sensibilizado producen
reacciones mas claras con suero negativo y solucidn salina que
aquellas obtenidas con las suspensiones de antigeno estindar,
es necesario disminuir el titulo de la solucion salina general-
mente en cantidades de 0.05 c.c., y muy raras veces en 0.1 c.c.
Una suspensién de antigeno sensibilizado es satisfactoria para
Ia ejecucion de la prueba presuntiva solamente cuando las reac
ciones del suerc negativo y solucién salina con la suspension
de antigeno sensibilisado muestran ¢l mismo grade de opales



cencia que lag reacciones del suero negativo y solucién salina
con la suspensién de antigeno estindar.

REACCION ESTANDAR (CUALITATIVA) DE KAHN
CON LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO* (LCR)

Preparacion de la Solucion Saturada de Sulfato de Amonio

1, A 500 grms, de sulfato de amonio de calidad reactiva, afiada 500
c.c. de agua bidestilada usando un matraz de Pyrex limpio de 3 a § litros
de capacidad.

~ 2. Ponga el contenido a hervir hasta que la solucién se aclare.
- . 3. Deje enfriar a la temperatura ambiente,
4, ‘Filf;e a través de papel,

5. Almacene en frascos con tapones de vidro a la temperatura am-
biente.

Preparacién de la Solucién Concentrada de

Globulina de Cada LCR.

1. Centrifugue y decante todos Ios LCR para eliminar los restos ce-
lulares y partlculas

. 2. Pipetée’ 1.5 c.c. de LCR en un tubo de Kahn,

3. Afiada- l'AAS_c.c.‘ de la solucion sa_f.urada de s;ulfato de amonio al
1.5¢ c.c. de LCR.

4 Coloque el pulgar (protegido con dedal de hule) en la boca del
tubo y agite vigorosamente para mezclar el contenido.

5. Coloque la mezcla en el bafio de Maria a 56° C. durante 15 mi-
nutos para acelerar la precipitacion de la globulina.

6. Saque el tubo del bafio de Maria y centrifugue a 2.000 r.p.m. du-
rante 15 minutos. (El precipitado de globulina se encontrari acumulado
en el fondo del tubo)

7.. Decante y.deseche el hqmdo s.ohrenadante

8. Escurra el tubo en papel filtro durante 10 minutos ¥ Use una tim
de la misma clase de papel para quitar las gotas del liquido sobrenadante
que hayan quedado

* (LCR) = Liquide cefalorraquideo.

9



9. Afiada 0.15 c.c. de solucidn salina ai precipitado de globulina cen-
trifugada, colocando fa punta de la pipeta cerca del fondo del tubo para
evitar que arrastre cualquier residuo del sulfato de amonio que haya que-
dado adherido a las patedes del mismo.

10. Golpee suavemente la base del tubo para volver a disolver la
giobulina.

Nota: Cuando la globulina no sz disuelve completamente en 0.15 c.c.
Jde solucién salina, afada 0.05 cc. mas de solucidn salina y
agite suavemente. .Si todavia no se disuelve, vuelva a afadir
.05 c.c. de solucidn salink. En raras ocasiones, la globulina
permanccera completamente insoluble. Entonces la solucidn
clara de globulina es separada de la proteina insotuble por me-
dio de centrifugacién. Si por medio de centrifugacién no ob-
tuviera un liquido sobrenadante claro, agregue una pequefia
cantidad de talco o caolin a la mezcla v vuelva a centrifugar
el tubo. El liquido sobrenadante claro (el cual.es la solucidén
de globulina) es sacado y esti entonces listo pata probarse con
la suspension de antigeno.

Ejecucién de la Prueba Cualitativa de Kahn
con Globulina Concentrada de LCR

1. Coloque tubos de Kahn en una gradillz de tal manera que haya
un tubo para cada LCR concentrado que se vaya a probar, incluyendo
controles de LCR positivo y negativo y de solucidn salina, Numere los
tubog para que correspondan con los LCR que se estin probando.

2. Prepare la suspensidn de antigeno estindar como se describe en
“Reaccién Estandar (Cualitativa) de Kahn con Suerc”, pigina 46).

3. Cologue el pulgar en la boca del frasco y agite suavemente para
suspender lag particulas de antigeno.

4. Pipetée 0.01 c.c. de la suspension de antigeno estindar directa-
mente en el fondo del tubo.

5. Afiada 0.15 c.c. de In glebulina concentrada del LCR a cada tubo

correspondiente.

Nota: Comiplete la adicidon de la suspensién de antigeno v de la glo-
bulina concentrada a una gradilla antes de agregar suspension
de antigeno y globulina concentrada a otra.

6. Agite la pradilla a mano durante 10 segundos después de haberle
afiadida la suspensién de antigeno y los LCR concentrades a todos los
tubos,

‘
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7. Agite la gradilla Je tubos durante 4 minutos en [a agitadora me-
canica.

8. Sague la gradilla de la agitadora v afiada 0.5 c.c. de solucién sa
tina a cada tubo.
Nota: Afada [a solucién salina a una gradilla y termine la lectura
antes de afnadirla a otra. _
9. Agite la gradilla a mano unos segundos para mezclar el contenido
‘de los tubos.

10. Lea cada tubo de la gradilla inmediatamente después de la adi-
cién de la solucidn salina, usando un espejo de microscopio como se des
cribe en “Lectura de los Resultados™, (pigina 48).

11. Informe de acuerdo con el cuadro 9.

Cuadro 9~—Ferma de Informar los Amilisis Estindar y Presuntivas
de Kahn con LCR

lectura Prucha Estdndar P:f"':::?i'a
ok et e Positiva (44} oooiiiiiiiiiais "Pesitiva
B e e e e Positiva  {343-) ... ivieninianns Pesitiva
- Positiva  (24) ..o iiiieiiaaas radosa
T e [ Dadesa LRy e Negativa
i e Negativdh eevvannaeess R ng:!ﬁva
— e v an e | Negativa Ll e Negativa

Reacci6N EsTANDAR (cUALITaTiVA) pE Kanx con LOCR

Suspension de Antigeho, o€, ... i, 0.01
Globulina concentrada del LCR ce. ... .. ... 0.15
Agite la gradilla a mano durante 10 segundos,

Agite durante 4 minutos en la agitadora de Kahn.

Solucion Salina, oo ... i e e e 0.3
Lea inmedistamente,

— 4

[ S

REACCION CUANTITATIVA DE KAHN CON LIQUID
CEFALORRAQUIDEO

Las reacciones cuantitativas del liquido cefalorraquides son practi-
cadas en los liquidos cefalorraquidess que producen reacciones positivas
en la reaccidn cualitativa de Kahn.

1. Prepare diluciones de liquido cefalorraquideo en la forma indi-
cada en el cuadro siguiente:
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Cuadra N° 10

Cantidad de LI~ . 3
Tubo quido Cefalo- | Cantidad de So- Dilucién
rranuideo {ncibn Satina Designada
feed (e}
[

1 ... e vaiaeaean Cantidad utilizable | Ninguna " 10
2 i 0.2 0.1 1:1%
3 i e 0.2 0.2 120
LA 0.1 0.2 £:30
T . 0.1 .3 1:30
B e 0.1 0.3 1:50

(1) El liquido cefalorraquideo total es considerado a la dilucidn 1:10 ya que el
anilisis cualitativo es practicade en globulina del Hguide céfalorraquiden con-
centrada 10 veces.

2, Prepare una suspensidn estandarizada de antigeno en la forma
descrita en “Reaccién Estindar {Cualitativa) de Kahn con Suero” (pa-
gina 46).

3, Coloque el pulgar sobre la boca del frasco de mezcia y agite
suavemente para suspender las particulas del antigeno.

4. Pipetée 001 cc. de la suspension de antigeno directamente en el
fondo de un tubo de ensayo de Kahn. Un tubo se necesita para cada
ditucién del liquido cefalorraquideo en anilisis.

5. Afiada 0.15 c.c. de liquido cefalorraquiden diluido a cada tubo,
principiando con el de mayor dilucion.

6. Agite la gradilla 2 mano durante 10 segundos. .
7. Agite la gradilla en un agitador de Kahn durante 4 minutos.

8. Saque [a gradilla del agitador, afiada 0.5 c.c. de solucidn salina
2 cada tubo y lea inmediatamente,

9. Anote la dilucion mas alta del liquido cefalorraquideo que da una
reaccidn positiva (44, 34 6 2+4).

10. Calcule las unidades Kahn de acuerdo con la férmula 8§ = 4D,
en donde $ es la potencia del liquido cefalorraquideo en términos de uni-
dades Kahn y D es la dilucién mas alta que muestra floculacién definida.
Ejempro:

{a) Liquido cefalorraquideo positivo a dilucién 1:1¢ (designado).
10 X 4 =2 40 unidades Kahn.

(k) Liquido cefalorraquideo positive a la dilucién 1:40 (designado).
40 X 4 = 160 unidades Kahn.



11. Vuelva a analizar los liquidos cefalorraquideos que producen
reacciones negativas en las diluciones designadas, en la siguientz forma:

a. Prepasie un concentrado de globulina de liquido cefalorraqui-
deo en la forma descrita en “Reaccidn Estindar (Cualitativa)
de Kahn con Liquido Cefalorraquideo™ (pagina 59).

b. Afiada una cantidad suficiente de solucidn salina a la solu-
cion de globulina para hacer una dilucidn al 1:5 (0.15 c.c. de
solucion de globulina mis 0.6 c.c. de solucién salina.

c. Practique un andlisis en un tubo en la forma prescrita para
analizar las diluciones del liquide cefalorraquideo.

d. 8i esta dilucién al 1:5 da una reaccidn positiva, el titulo cuan-
titativo es de 20 unidades Kahn; si da una reaccién negativa
el titulo es equivalente a la lectura obtenida con la solucidn de
globulina no diluida.

REACCIONES ESTANDAR Y MICROFLOCULACION DE
KAHN CON ANTIGENO DE CARDIOLIPINA

Preparacion del Antigeno de Cardiolipina

Nota: El antigeno de cardiolipina para las reacciones de Kahn con-
siste en cardiolipina (0.19%), lecitina purificada (1.0%%) ¥
colesterol {0.025%) en alcohol absoluto, Esa férmula puede
no ser exactamente aplicable a todos los lotes de lecitina y de
cardiolipina, pero proporciona una base utilizable de la cual
pegqueilas variaciones en la proporcidn de lecitina a cardioli-
pina seran suficientes para volver a diferentes lotes de estos
reactivos, en antigenos adecuados.

Antigeno de Cardiolipina en la Reaccién Estindar (Cualitativa)
de Kahn con Suero s

Nota: Estas reacciones deberan ser llevadas a cabo en paralelo con
reacciones duplicadas usando antigenc estandar de Kahn (5).

1. Coloque tubos de ensayo en gradillas de Kahn de modo que haya
3 tubos para cada suero que vaya a ser analizado, incluyendo controles
de suero positivo, suero negativo y solucién salina. Numere la primera
fila de tubos, para que corresponda a los sueros. en anilisis, usando un
lapiz graso coloreado diferente al usado para numerar los tubos para las
reacciones con antigeno estandar de Kahn.

2. Prepare la suspensién del antigeno Jde cardiolipina exactamente
en la forma descrita en “Reaccién Estandar (Cualitativa) de Kahn con
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Suero™ (pagina 46) y deje réposar a temperatura ambiente durante 10
minutos. (Deseche después de 30 minutos.) S

3. Cologue ¢l pulgar sobre la boca del vial y agite suavemente pata
suspender las particulas del antigeno.

4, Pipetée 0.05 c.c. de la suspension de antigeno directamente en el
fondo de cada tubo de la priméra hilera de la gradilla de Kahn, emplean-
do una pipeta de antigeno de Kahn.

5. Pipetée 0.025 c.c. de suspension de antigeno directamente en el
fondo de cada tubo de la hilera de en medio de la gradilla Je Kahn, em-
pleando una pipeta de antigeno de Kahn.

6. Pipetée 0.0125 c.c. de 'suspension de antigeno directamente en el
fondo de cada tubo de la hilera posterior de la gradllla de Kahn, emplean-
do una pipeta de antigeno de Kahn.

7. Afiada 0.15 c.c. de cada suero al juego designado de 3 tubos con-
teniendo 0.05 c.c, 0 023 c.c. y 0.0125 c.c. de suspensién de antigeno, res-
pectivamente.

Nota; El calentamiento del suero durante 30 minutos a 56° C,, la
absoluta claridad del suero y la. preparacion de la reaccidn en
3 tubos son iguales que en la reaccién de Kahn con antigeno
estindar. Los sueros deben ser empleadds pronto después del
penodo de calentammnto '

8. Agite la gradilla a mano durante 10 segundos, después de haber
afiadido a todos los tubos 1a suspension de antigeno y los sueros,

9. Deje en reposo dufante 3 a 7 minutos, a tempentum ambiente,
la mezcla suero-suspension de antigeno.

10. Agite la gradilla de tubos Jurante 3 minutos en un aparato agi-
tador de Kahh (275 a 285 osc11ac;0nes por minuto).

11. Afada 0.3, 0.1 y 0.1 c.c. de solucion salina al 12% a los tubos
1, 2 y 3, respectivamente. .

Nota: A este respecto la.reaccion de Kahn con antigeno de cardio-
lipina. difiere de la reaccién de Kahn con antigenp de Kahn,
en la.que 10, 0.5y 0.5 cc, de. solucmn salina al 09% son

§ anachdos a los tubos 1, 2 ¥ 3 respcctlvamente

12, Lea cada ‘tubo de: la gradllia irmediatamente despues de habr:r
anadido la solucién salina al . 2% y de agltar ld grad:lla suavemente pa-
ra mezclar los ingredientes,

" Nota: La’ lectura de 16 resultados de Kahn. con antigeno. de”cardioli-
‘pini es esencialmente la’ misma que 13 lectura de los resul-



tados de Kahn con antigeno de Kahn, excepto que cada tubo
es leldo una sola vez {véa “Lectura de Resultados™ en “Reac
cion Estindar (Cualitativa) de Kahn con Suero™ pagina 46).

13. Promedie los resultados de la reaccién de Kahn con antigeno de
cardivlipina en la misma forma que en la reaccion de Kahn con antigeno
de Kahn ¢ informe en la forma ilustrada.

INFORME DE LO§ RESULTADOS DE LAS REACCIONES DE KAHN CON ANTIGEND
DE CARDIOLIPINA

N*® total de +
en las lecturas

en 3 tubos(') Reporte
11 6 12 Positive {44+)
a0 e Positivo {(3+)
T Positivo {2+)
I T PP Tudoso (1+)
D Dudoso ()
B S Negativo

14. Centrifugue durante 10 minutos a 2.000 r.p.m. las reacciones
negativas v Judosas con antigeno de cardiolipina en aquellos casos en
que se hayan obtenido resultados positivos o dudosos con el antigeno de
Kahn, (La centrifugacion tiende a agregar las particulas ¥ a aclarar el
medio.) Andte las lecturas individuales de los tubos como positiva {(gru-
mos relativamente grandes), medianamente positiva (grumos de tamaiio
mediano), débilmente positiva (grumos pequenos pero definidos). Base
el resultado final sobre el promedic de las lecturas de 3 tubos, conside-
rando positiva la equivalente a 3--; moderadamente positiva la equiva-
lente a 2+ y débilmente positiva la equivalente a 1+, {Los grumos relati-
vamente grandes son designados como 3 en vez de 44 con el objeto
de que en los resultados finales estén sobre una escala sensibilizada mas
baja que las reacciones que no requieren centrifugacion (6).)

Antigeno de Cardiolipina en la Reaccién de Microfloculacién

de Kahn

1. Emplée en el procedimiento microscopico fa misma suspension de
antigeno cardiolipina antes descrito, usada en la reaccion de 3 tubos.

2. Deje envejecer el antigeno cardiolipina durante 10 minutos antes
de usarlo y deséchelo después de que haya envejecido més de 30 mi-
nutos.

(1) Las lecturas == no son tomadas en cuenta,
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3. El suero libre de particulas es calentado a 56° C. durante 30 mi-
nutos,

" 4. Deposite en una limina anillada con parafina cantidades de suero
de 0.05 c.c.

5. Mezcle bien la suspension de antigeno sacindola vdrias veces con
yna jeringa de tuberculina con una aguja calibre 23, Sostenga la jerin
ga verticalmente sobre el suero y Jdeje caer una gota de la suspensién en
€l centro,

6. Haga rotar la limina (circunscribiendo a un circulo de 27) 130
a 160 veces por minuto durante 4 minutos.

7. Lea los resultadog al microscopio a 50 didmetros, en la siguiente
forma:

Negativo.......o...... El campo microscdpico muestra particulas no agre-
gadas muy pequefizs ¥ uniformemente distribuidas,
Dudoso '(i) .......... El campo microscopico cubierto por numerosos agrega-
) dos o grumes pequeiios,
Dudoso (14+)......... Apregados ligeramente méds grandes ¥ menos abun-
. dantes.
. Positive (++)........ Grandes agregados con aclaramiento correspondiente
) del campo.
"Posi‘tiyo (+++)...... Agregados relativamente grandes diseminados en un

campo claro.

"Positive (++++).. .. Unos cuantos grumas grandes en un campo claro.

~ Preparacion del Antigeno Estindar de Kahn

“Cristaleria y Equipo:
1. Frasco filtro con brazo lateral Pyrex,
2. Filtro er:;budd Buchner de po.rcelana.
3. Papel filtro de tamafio adecuado para el embudo Buchner.

4. Hoja de estafio delgada de alta calidad.

Reactivos:
1. Polvo de corazén Jde res:

El polvo de corazén de res puede ser adquirido (*) o preparado en
el laboratorio en la siguiente forma:

{1} Obtenible en los Laboratorios Difce, Detroit, Mich. o en los Laboratorios
Armour, Chicago, Ill,
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a. Quite la grasa y el tejido conjuntivo de 3 6 mis corazones de
res.

b. Muela 3 & 4 veces el tejido en un molino de carne.

¢. Extienda una capa delgada en un plato de porcelana o de vi-
drio y séquela con una corriente de aire de uno o mis venti-
ladores eléctricos durante 6 horas,

d. Rompa el material en pequefios pedazos y cubralos con una
gasa.

e. Contintie el secado hasta que los pequefios pedazos sean que-
bradizos,

f. Pulverice las particulas en un mortero o en un molino apro-
piado.

2. Eter:

Deberi emplearse éter anestésico estindar, Deberd evitarse el uso
de éter que contenga pequedias cantidades de alcohol.
3. Alcohol:

Use alcohol etilico con un contenido de alcohol no menor de 95%.
Si es posible deberd ser preparade de alcohol etilico absoluto por la adi-
cién de la cantidad requerida de agua destilada determinada por pruebas
con un hidrémetro de alcohol.

4. Colesterol:

Deberi emplearse colesterol Q. P. exento de cenizas, de alta calidad

Meétodo de preparacion del Extracto Alcohdlico

1. Pese 100 grms. de polvo de corazén de res y coloquelos en un
frasco de Erlenmeyer de 1 litro tapado herméticamente con un corcho
recubierto con papel de estafio o con un tapdn de vidrio,

2. Afada 400 c.c. de éter anestésico.

3. Tape el frasco y agitelo a frecuentes intetvalos durante 10 mi-
nutos,

4. Coloque el papel filtro en un embudo Buchner ajustado al frasco
filtro de braxo lateral por medio de un tapdn de hule con una perforacion,

5. Vierta el contenido del frasco de extraccion de 1 litro en el em-
budo vy filtre ripidamente por succidn.

6. Pase el polvo de corazén de res hiimedo a una hoja de papel filtro.

7. Fragmente el material en pequefios pedazos y pdongalo de nuevo
inmediatamente en el frasco de extraccidn de un litro.
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B. Afada 300 c.c. de éter al frasco, tipelo y agitela a intervalos fre-
cuentes durante 10 minutos.

9. Vierta el contenido del frasco en el embudo, usande un papel filtro
nueve y filtre por succidn.

10. Vuelva a pasar el polvo de corazdén de res himedo a una hoja
de papel filtro.

11, ‘Fragmente ¢l material en pequefios pedaZos y piselo inmedia-
tamente.al frasco de extraccidn.

12. Repita los pasos B, ¢ y 10 hasta un total de 4 extracciones eté-
Teas.

13. Extienda el polvo de corazdn de res en una hoja de papel filtro

limpia y séquelo- con la ayuda de una espitula hasta que el polvo esté
- exento de olor.a éter,

14. Vierta el frasco en el que la extraccién etérea fué hecha hasta
que el olor a éter haya desaparecido.

15, Pese ¢l polvo seco y exento de éter y pdngalo de nuevo en el
frasco. '

16. Anada 5 c.c. de alcohol al 95% para cada gramo Je polvo.

17, Tape el frasco con el tapdn v agitelo intermitentemente durante
10 minutos,

18. Deje reposar durante 3 dias a la temperatura ambiente (aproxr
madamente 21° C.) en la obscuridad.

19, Agite el frasco intermitentemente durante 10 minutos y filtre
el contenido. $i 25 necesario vuelva a filtrar para eliminar todo el ma-
. terial particulado visible.

20. Guarde a temperatura ambiente en la obscuridad, como solucién
madre. .

Colesterol del Extracto Alcohélico
1. Pese en una balanza analitica 6 mg. de colesterol para cada c.c. de
extracto alcohdlico de antigeno.

2. Pase el colesterol a un frasco con tapén de vidrio o a un frasco
de Erlenmeyer de tamano adecuado.

3. Afiada la cantidad apropiada de extracto alcohdlico medida con

un cilindro graduado de tamafio adecuado.

" -4, Tape herméticamente el frasco y coldquelo en bafio de maria ca-
liente para apresurar la solucién del colestero]l agitando el frasco inter-
mitentemente.
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5. Después de que el colestero]l se ha disuelto completamente deje

enfriar el antigeno a temperatura ambiente y filtre a través de un papel
exento de grasa.

Estandarizacion del Antigeno

El propdsito de la estandarizacidn es volver un antigeno reciente-
mente preparado, comparable a un antigeno estindar de Kahn. Para ob-
tenerla se hacen las siguientes maniobras,

1. Determinacién del Titulo.—Determine la cantidad minima de so-
lucién salina al 0.99 que debe ser afiadida a ! c.c. de antigeno para pro-
ducir una suspensién de agregados que se disperse completamente con
la adicién de partes alicuotas designadas de solucidn salina.

2. Determinacién de Sensibilidad y Especificidad—Prucbe el an-
tigeno, por lo que se refiere a su titulo, con sueros sifilitico y no sifili-
tico, empleando el antigeno estindar simultaneamente como un control,

3. Correccién del Antigeno.—Corrija el antigeno hasta que llene
los requisitos estindar, cuando la sensibilidad y la especificidad no son
idénticos a los del antigeno estindar.

Determinacién del Titulo

1. Mida con una pipeta de 1 c.c. o de 2 c.c. (graduadas al 0.01 c.c.)
09, 1.1, 1.3, 1.5, 1.7 y 1.9 c.c., respectivamente, de solucién salina al 0.9%
en 6 frascos de antigeno,

2. Mida con una pipeta de 1.0 c.c. en cada uno de 6 viales simila-
res 1 ¢.c. del antigeno colesterolizado al 0.6% que debe ser titulado {un
contro] de antigeno estandarizado deberia ser hecho al mismo tiempo al
titulo indicado en la etiqueta).

3. Prepare las suspensiones de antigeno mezclando las cantidades
de 1 c.c. de antigeno con las cantidades variables de solucién salina. Va-
cfe la solucidn salina y tan ripidamente como sea posible (sin esperar a es-
currir €l tubo) vierta la mezcla de un vial al otro 12 veces, Deje la

mezcla en reposo durante 30 minutos en vez del periodo habitual de 10
minutos.

4. Investigue la dispersibilidad en la solucién salina, de los agregados
lipidos presentes en las suspensiones antigeno-solucién salina, en la si-
guiente forma:

a. Prepare 7 scries de 3 tubos de engayo de Kahn cada una.
b. Pipetée 0.05, 0.025 y 0.0125 c.c. de cada una de las suspen-

siones de antigeno {después de agitacidn completa} en el fon-
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do de los tubos de lzs series, usando una pipeta de antigeno
de 0.25 cc.

Nota: Deberd usarse una pipeta de antigeno de Kahn diferente pa-
ra cada suspensién de antigeno.

c. Afiada 0.15 cc. de solucién salina con una pipeta de 1 cc., a
cada uno de los 21 tubos,

d. Agite vigorosamente a mano la gradilla con los tubos du-
rante 10 scgundos; después, durante 3 minutos, en un agitadar
mecinico a la velocidad de 275 a 285 oscilaciones por minuto.

e. Anada 1 cc. de solucidn salina a los tubos conteniendo las
cantidades de 0.05 ¢, c. de suspensidn de antigeno v 0.5 c.c. a
los tubos restantes. Agite la gradilla a mano para mezclar los
ingredientes y observe si las mezclas son opalescentes o con-
tienen agregados.

Un aspecto de titulacién tipica puede mostrar nebulosidades en la
reaccién de 3 tubos conteniendo la suspension de antigena que fué pre-.
parada con 0.9 c.c. y con 1.1 c.c. de solucién salina. Estas suspensiones con-
tienen agregados que no fueron redispersados completamente en la solu-
cion salina. Las reaccicnes conteniendo la suspensitn de antigeno que fué
mezclada con 1.3 ce. de solucién saling pueden ser opalescentes, exacta
mente como ¢l contro| estindar de antigeno. Los otros tres anilisis con
suspensiones de antigeno conteniendo 1.5, 1.7 ¥ 1.9 c.c. de solucién sa-
lina pueden ser mis claros que el control; en este caso el titulo del anti-
geno seria 1 c.c. de antigeno mias 1.3 cc. de solucidn salina, es decir,
13 c.c. es la menor cantidad de solucidn salina que, cuando es afadida a
1 c.e. de antigeno, produce agregados capaces de completar la dispersion
con la mayor adicion de solucién salina. La siguiente tabulacién muestra
una titulacién de antigeno tipica. Los extremos normules de titulos para
antigeno estindar pueden variar de 1 4 1.1, a 14 1.5

TITULACION DE ANTIGENO TIPICA.

Antigeno + solucidn
salina al 09%

{e.c.) Aspecto de la mezcla.
1409 .o, Nehulosa, agregados no dispersables,
14+11 o Agregados ligeramente nebulosos, finos, no dispersables.
1413 .ol Opalescente (titulo).
1415 oo L, Ligeramente mds clara.
17 o, Demasiado elara.
14+19 oo, Casi clara como ¢l agua.
Control
T+14 oL Opalescente.
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Las suspensiones de antigeno hechas con volimenes progresivamente
crecientes de solucién salina, es decir, 0.9, 1.1, 1.3, 1.5, 1.7 y 1.9 c.c. habis
tualmente muestran un incremento progresivo correspondiente en la can-
tidad de las mezclas de suspensién dé antigeno y de solucién salina; rara-
mente, sin embargo, una suspensién de antigeno mostrard una “titulacién
zona”. Esto es, que puede aparecer, mas alli del titulo, nebulosidad v
agregados no dispersables, por ejemplo, en los tubos conteniendo 1.7 c.c.
6 1.9 cc. de solucidn de sal. Este factor indica que este antigeno en par-
ticular tiene limites cortos para ser trabajado y mejor es no emplearlo para
¢l uso general,

Nota: Después de que el titulo de un antigeno ha sido establecido,
el siguiente paso es determinar si la sensibilidad y la especi-
ficidad del antigeno son comparables con las del antigeno
estandar, Esto se logra analizando simultineamente varios sue-
ros con el antigeno en cuestién y el antigeno estindar.

Determinacién de Sensibilidad y Especificidad:

1. Preparacion de los sueros:

Una serie de sueros con reactividades graduadas pueden ser pre
parados de sueros mezclados positivo y negativo, filtrados en filtro Seitz,
combinando proporciones elegidas de estos sueros de modo que el ny--
mero deseado de especimenes reaccionando fuertemente y débilmente-
son obtenidos. Estos especimenes preparados pueden ser usados para to--
das las pruebas preliminares, pero solamente los sueros individuales se-
leccionados, son adecuados para la revision final de la reactividad del
antigeno. Todos los sueros deberian ser calentados antes de ser usados.

2. Anilisis preliminar de antigeno recientemente preparado: ’

Prepare las suspensiones de antigeno con ambos antigenos de acuer-
do con sus titulos respectivos. Después de que ambas suspensiones de an-
tigeno han sido dejadas en reposo durante 10 minutos, practique los ana-
lisis cuando menos con 10 sueros, exactamente en la forma descrita en
“Reaccion Estindar (Cualitativa) de Kahn con Suero”, {pigina 46). Si
se obtienen reacciones idénticas con ambas suspensiones de antigenos
debera llevarse a cabo la revision final abajo descrita.

3. Revisidn final del antigeno recientemente preparado:

Obtenga cuando menog 50 sueros que muestren distintos grados de
reactividad a la reaccién de Kahn y 50 sueros con reaccidn negativa. Prae-
tique los anilisis usando ambas suspensiones de antigeno simultineamente,
en la forma descrita en “Reaccidn Estindar (Cualitativa) de Kahn™, (pé
gina 46),
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Cada suero deberd ser analizado con ambos antigenos en la misma
gradilla de modo que ¢l factor tiempo sea constante. Deberin hacerse dos
lecturas en cada caso en el que teacciones anotables son observadas du-
rante la primera lectura. Las dos lecturas son necesarias, ya que algunos
antigenos que producen primeras lecturas estindar pueden permitir que
lag particulas legibles se redispersen en una proporcidn distinta que la del
antigeno estindar. En este caso el informe final de un espécimen dado
podria ser menor o mayor gue el obtenido con antigeno estindar. $i los
resultados producidos por el nuevo antigeno son iguales a los del antigeno
estindar, el antigeno recientemente preparado puede ser cons1derado como
teniendo una reactividad estindar,

' Correccién del Antigeno:

La sensxbﬂidad del antigeno recientemente prepatrado puede ser mayor
o menor que la del antigeno estindar. En cualquier caso puede llevarse
a cabo Ia correccion de €] hasta que llene los requisitos estandar, Los reac-
tivos habitualmente necesarios para la confeccidn del antigeno son ana-
lizados a continuacion: ’

EstANDARIZACION pEL ANTIGENO ESTANDAR DE KAHN

) )imdiwidad del antigeno Método de afuste

.--Menos sensible que la estdndar ......., 1. Adicién de alcohol colesterolizado.

2. Adicién de reactivo sensibilizante.

3. Adicion de reactivo sensibilizante
mis alcohol colesterolizado.

4, Adicidn de la “solucidn correctiva
hiposensible para Bacto-Kahn'.

5. Adicién de antigeno hipersensible,

6. Diseminacién de 1a cantidad de so-
lucién de sal en la suspensién del
antigeno,

- Mads sensible que fa estindar .......... 1. Reducir la cantidad de colesterol.
2. Adicién de alcohol colesterolizade.
¢ - 3. Adicién de antigeno hiposensible.
4. Aumento de la cantidad de solu-
cién de sal en la suspensién de an-
tigeno,
. Adicién de “solucién correctiva pa-

i

ra hipersensible Bacto-Kahn”.
6. Concentracién de lipidos,

‘1. Preparacxon del alcohol colesterolizado:

Ponga 600 mg. de colesterol a 10D c.c. de alcohol al 93% en un
frasco de Erlenmeyer o en una botella con tapdn de cristal de 250 cc.
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Haga rotar el frasco en un bafio de Maria caliente hasta que todo et co-
lesterol esté disuelto, Filtrelo cuando esté frio.

2. Preparacién del reactivo sensibilizante:

a. Vuelva a filtrar el filtrado etéreo obtenido en'la preparacién
del antigeno, para eliminar las huellas de polvo de misculo y
evapore el éter con la ayuda de un ventilador eléctrico. Durante
et periodo de evaporacién pueden condensarse en el plato de
evaporacién unos cuantos c.c. de agua. Esta agua aparecera en
el fondo del plato de evaporacién y se sugiere que sea elimi-
nada con una pipeta capilar a medida que se forme para evitar

la emulsificacién de los lipidos. El residuo lipido es moreno,
semitransparente y viscoso.

b. Cuando el volumen ha sido reducido a un punto en el cual ya
no puede descubrirse el olor a éter, ¢l residuo es pasado 2 un
frasco adecuado con tapén de cristal y es pesado.

_ e. Un volumen de alcohol absoluto equivalente 2 10 ¢.c. por gra-
. mo del residuo es anadido al frasco.

d. Se deja que se haga la extraccién durante 30 minutos a tem-
peratura ambiente con agitacion frecuente del frasco. Relati-
vamente poco del residuo es soluble en alcohol, estando las:
masas lipidas distribuidas en fa mezcla.

c. La mezcla es colocada en ¢l refrigerador (4° a2 9° C.) durante
3 horas.

f. La mezcla es filtrada mientras estd friz v el frasco conteniendo
el filtrado claro es colocado en el incubador a 37° C. durante
24 horas.

g El filtrado claro debera quedar en reposo durante 3 dias a fa
temperatura ambiente. Si se forma un precipitado Jdurante este
periodo, la solucidon serd nuevamente filtrada.

h. El filtrado es colesterolizado con 6 mg. de colesterol por c.c.
de acuerdo con la técnica habitual.

i. El extracto colesterolizade, conocido como reactivo sensibili-
zante, es filtrado y queda listo para su uso. Deberd ser guar-
dado en la obscuridad a la temperatura ambiente,

3. Soluciones correctivas:

Solucién correctiva para hipersensible Bacto-Kahn y solucidn correc-
tiva para hiposensible Bacto-Kahn(?).

{2) Obtenibles en los Laboratorios Difce, Detrait, Mich,
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4. La correccion de los antigenos mas sensibles que el estandar puede

ser llevada a cabo:

74

a. Aumentando ligeramente la cantidad de solucién salina en la

suspensién de antigeno mis alld de los requisitos del titulo.

Nota: Los antigenos ligeramente hipersensibles pueden ser llevados

al nivel estindar de senbilidad, aumentanao un poco la can-
tidad de solucién salina en la suspensidn de antigeno, mis
alla de los requisitos del titulo, siempre v cuando las reaccio-
nes negativas no sean demasiado claras. Por ejemplo:

Un antigeno ligeramente hipersensible requirienda un titulo
de 1 4+ 1.3 puede dar resultados comparables con antigeno
estindar a un titulo de 1 + 1.35 61 4 1.4,

b. Mezclando el antigeno hipersensible con un antigenc hiposen.

sible de titulo bajo:

(1) Afiada cantidades iguales de antigeno hipersensible ¢ hi-
posensible (por ejemplo 10 ¢.c. Je cada uno) en un pe-
quefio frasco y mezcle bien,

(2) Practique la titulacidn (de acuerdo con “Determinacion
del Titulo™, pagina 69},
(3) Prepare anidlisis comparativas preliminares, al titulo de-

_ terminado, usando como control un antigeno estindar,

(4) 5i los resultados son comparables, la revisidn final {pagi-
na 71) puede ser llevada a cabo,

(5) 5i la reactividad del antigeno no es igual a la del antigeno
estandar pruebe dlferentes proporcmnes de los dos anti-
genos.

(6) La revisién final (p:igina 71) deberi ser hecha despuéa
de que el lote completo del antigeno haya sido corregido.

c. Reduciendo la cantidad de colesterol del 0.6¢; habitual al
‘0.5% 6 O‘WO:

(1) A un frasco de 14 onza anada 10 c.c. de antigeno coles
terolizado al 0.6% ¥ 2 c.c. de antigeno no colesterclizado,
haciendo un antigeno colesterolizado al 0.5%. A otro fras-
co de Y4 onza afiada 8 c.c. de antigenco colesterclizado al
0.6% vy 4 cc. de antigeno no colesterolizado, haciendo
un antigeno colesterolizado al 0.4%.

(2) Titule estas 2 muestras (de acuerdo con “Determinacidn
del Titulo™ pigina 69),

-
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(3) Practique los anilisis comparativos usando los titulos ob-

tenidos vy un antigeno estindar come control.-

(4) Si cualquiera de los antigenos colesterolizados al 0.4% &

al 0.5% dan resultadoa comparables con el antigeno es-
tindar, practique anilisis adicionales y ajuste la cantidad
total de antigeno hasta contener la cantidad apropiada
de colesteral,

(5} Vuelva a revisar una muestra del lote completo, después

de que haya sido corregido, antes de declararlo antigeno
estandar,

d. Concentrando los lipidos en el antigeno:

Los antigenos hipersensibles, que requieren mayor correccion que un
ajuste del titulo, pueden ser corregidos ocasionalmente por concentracidn

de los lipidos.
1)

(2)
(3)

(4)

(5)

(6)

En un plato de evaporacion pequefio, mida 1 c.c, de anti-
geno hipersensible en estado no colesterolizado.

Evapore hasta secar por medio de un ventilador eléctrico.

Disuelva €] residuo en 10 c.c. de antigeno colesterolizado.
El antigeno modificado asi formado contiene 10% mas de
extractos lipidos que el antigeno original.

Titule el antigeno (de acuerdo con *“‘Determinacién del
Titulo™ pigina €9),

Pruebe este antigeno con 10 sueras, la mayoria de los cua-
les se sabe que Jan reacciones débilmente positivas, em-
pleando antigeno estindar como control. .

Si el antigeno modificado, en el cual el aumento en con-
centracién de lipidos es 10%, da los mismos resultados
con sueros que da el antigeno estindar, la cantidad total
de antigeno hipersensible puede ser ajustada’ y sometida
a la revisién final (pigina 71).

e. Por la adicién de solucidén correctiva al antigeno:

La adicién de la solucién correctiva para hipersensibles Bacto-Kahn

del 1% al 5%, puede ser suficiente para la correccidn de antigenos hiper-
sensibles hasta llegar a la sensibilidad estindar,

f. Por dilucién con alcohol colesterolizado:

Véa “Correccién del antigeno menos sensible que el estindar™ sec-

cién b, abajo indicada. La técnica descrita es también aplicable a la co-
reccién del antigenc mis sensible gque el estindar.
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5. La correccién de antigenos menos sensibles que el estindar puede

ser lograda:

‘a. Disminuyendo la cantidad de solucién salina en la suspension
de antigeno, abajo de los requisitos del titulo:
Los antigenos que son solamente ligeramente hiposensibles pue-
den ser llevados al nivel estindar de sensibilidad, disminuyen-
do la cantidad de solucién de sal en la suspensién de antigeno
0.05 cc. 0 0.1 c.c, siempre ¥y cuande las reacciones negativas
sean de opalescencia estindar.

b. Por dilucién de antigeno con alcohol colesterolizado:

(1) Bn un frasco de 14 onza afiada 10 c.c. del antigeno hipo-
sensible (colesterolizado al 0.6%) v 1 c.c. de alcohol co-
lesterolizado al 0.6%; en otro frasco de 4 onza afiada
10 c.c. de antigeno hiposensible colesterolizado al 0.6%
¥ 2 c.c. de alcohal colesterolizado al 0.6%, haciendo asi
diluciones al 10% ¥y al 209, respectivamente.

(2) Titule estos 2 antigenos (de acuerdo con “Determinacion
del Titulo™, pigina 65).

(3) Practique anilisis comparativos con sueros débilmente po-
.. e ’ ’ . r
sitivos usando antgeno estandar, simultineamente, como
control.

(4) Si ninguna de las diluciones con alcohol colesteralizado al
10% 6 al 20% lleva el antigeno a la sensibilidad estindar,
intente otras diluciones que no excedan del 30%,

¢. Por Ja adicién de solucién correctiva al antigeno:

La adicién de solucidn correctiva para hiposensibles Bacto-
Kahn del 1 al 5%, puede ser suficiente para corregir los antigenos
hiposensibles hasta una sensibilidad estindar.

d. Por la adicion de reactivo sensibilizante al antigeno:

Algunos antigenos hiposensibles pueden ser llevados al nivel es-
tindar de senbilidad por la adicién de una pequefia cantidad de
reactivo sensibilizante, como 0.2 a 0.7%. En algunos casos el reac-
tivo sensibilizante en adicién a la dilucién con alcohol colestero-
lizado es necesario.

e. Mezclando antigeno hiposensible con antigeno hipersensible:

Este método es esencialmente el mismo descrito en la seccidn 4
(b) (pagina 74), en la correccién de un antigeno hipersensible
por mezcla con uno hiposensible.



Notas sobre Caracteristicas de Titulacién de Diferentes Antigenos
Estindar de Kahn y su Importancia en los Resultados Seroldgicos.

Hay dos caracteristicas de titulaciones basicas de los antigenos es-
tindar de Kahn. Los antigenos pueden mostrar titulos “‘en declive” o
titulos “fijos™. ' '

1. Antigenos que muestran titulos “en declive™:

Estos antigenos muestran imigenes de titulacién de claridad crecien-
te con el aumento en las cantidades de solucién salina empleadas en la
preparacion de las suspensiones de antigeno, La tabulacidn s:gulente mues-
tra una imagen de titulacién “en declive”.

TITULACIGN DE ANTIGENO “EN DECLIVE”

Antigeno + solucidn
salina al 0.9%

{e.c.) Resultados de Ia Titulacién
1409 ... ..., Nebuloso; agregados,
1411 ..., Ligeramente nebuloso; agregados pequefios.
1413 ..., Ovpalescente {tltulo) ; no hay agregadds,
1415 ... Un peco més claro que lo debido; no kay agregados. .
1417 oo Demasiado claro; no hay agregados.
1419 oL Claro como el agua; no hay agregades..

2. Antigenos que muestran titulos “fijos™:

Estos antigenos muestran imigenes de titulacién de claridad similar
ul aumento en las cantidades de solucién salina, empleadas en la separa-

cién de suspensiones de antigeno. La siguiente tabulacidén muestra una
imagen de titulacion “fija™,

TITULACIIN DE ANTIGENO “FIJA”

Aniigeno - solucién
salina af .9%

fe.c) Resultados de la Titulaciin
T4+09 ... Nebuloso; agregados.
T4+ 11 Ligeramente ncbuloso; agregados pequefios.
113 o, Iuellas de nebvlasidad: agregados dudosos.
1415 . Opalescente {titulo), no hay agregados.
1417 ... Opalescente {igual); no hay agregados,
1419 ... Opalescente (igual); ne hay agregados.

Los antigenos que tienen titulos en declive, asi como los que tienen
titulos fijos, pueden ser corregidos hasta la misma sensibilidad pero, sin

. embargo, pueden poseer caracteristicas Jiferentes. Algunos antigenos con

titulo fijo muestran una tendencia a la precipitacién marcada a tempera-
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turas bajas y son considerados como no adecuados para su use. S6lo aque-
llos antigenos con titulos en declive pueden ser considerados como es-
tandar.

3. Cambios en los titulos de los antigenos:

El envejecimiento prolongado (1 afio o mis) pueden tener efectos
perjudiciales en algunos lotes de antigeno estindar de Kahn, Una sensi-
bitidad aumentada y una especificidad reducida pueden resultar del uso
de un antigeno que dé reacciones negativas nebulosas, ya que para lograr
resultados correctos es esencial obtener reacciones negativas francas. Por
lo tanto, un antigeno que empieza a desarrollar esta caracteristica o que tie-
ne sensibilidad reducida después de haber sido almacenado por mucho
tiempo, no deberi ser usado, El reajuste de estos antigenos puede ser lo-
grado por la determinacién de puntos finales, en una nueva titulacién o
por la correccidn por uno de los métodos antes citados.

Estandarizacién del Antigeno Sensibilizado:

El antigeno sensibilizado es preducido aumentando la sensibilidad
del antigeno estindar de Kahn. El siguiente método de estandarizacion
est: basado en el uso de “reactivo sensibilizante” preparado en la forma
antes descrita. La solucidén correctiva hiposensitiva de Bacto-Kahn pue-
de ser substituida por el reactive sensibilizante. El reactivo sensibilizante
es empleado con una fluctuacién de aproximadamente 1% a 2.5%, mien-
tras que la “solucidén correctiva™ puede requerir del 2% al 5%. Cual-
quiera de estos reactivos puede ser empleado en combinacién con alcohol
colesterolizado,

1. En un frasco de 1/ onza afiada 10 c.c. de antigeno estindar, 0.25
c.c. de reactivo sensibilizante colesterolizado al 0.6% y 2.5 c.c. de alcohol
colesterolizado. En otro frasco de 15 onza ponga 10 cc. de antigeno
estindar, 0.2 c.c. de reactivo sensibilizante colesterolizade al 0.6% v 2 c.c.
de alcohol colesterolizado al 6%.

2. Titule estas dos muestras utilizando volimenes crecientes de so-
lucidn salina en las suspensiones de antigeno, es decir, 1.8, 1.9, 2.0, 2.1
y 2.2 c.c. Lleve a cabo la titulacién en la misma forma descrita en “Deter-
minacién del Titule™ (pigina 69).

3. Practique anilisis comparativos con sueros débilmente positivos,
usando como control, antigeno sensibilizade estandar, en la forma des
crita en “Reaccidn Presuntiva de Kahn con Suero™ (pigina 55).

4, Practique analisis cuando menos con 100 sueros adicionales, s
uno de los antigenos modificados es comparable al control de antigeno
sensibilizado. 5i las series revisadas muestran resultados comparables,
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el nuevo antigeno es considerado como antigeno sensibilizado estindar
para uso en la reaccidn presuntiva,

5, Haga combinaciones si ninguno de los dos antigenos modificados
se ajusta a los requisitos del antigeno estindar sensibilizado, ajustando las
cantidades de reactivo sensibilizante ¥ de alcohol colesterolizado.
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Equipo
1.

2.

3.

3

REACCIONES DE KLINE

Equipo y Cristaleria
General
Rotador, tipo Boerner (') & Fisher-Kline (?).
Anilladera de parafina (®). ’

Juego de moldes (*) consistente en un molde de acero (3145 X
2-3/16 X Y4 de pulgada, con dos de 1-9/16 pulgadas de diime-
tro) y dos discos de metal {(1-5/16 pulgadas de didmetro. X 3/16
de pulgada de espesor) con tormillos en el centro.

. Soportes para laminas. Hechos de algin material conveniente pa-

ra acomodar tres o cuatro laminas de 2 X 3 pulgadas.

Agujas hipodérmicas, calibre 22 y 26 con bisel limado.

Cristaleria

1.
2.

o wm &

1.

i El
“ lipina

v
(2}
(3}
#

Pipetas de 0.2 c.c., graduadas a ka punta en 1/100 c.c.
Pipetas capilares de vidrio.
Tubos de centrifuga, fondo redondo, 3 3¢ 1 pulgadas.

Frascos, redondos de 30 c.c. de capacidad con tapones de cristal.

. Liminas de vidrio de 3 ¢ 2 pulpadas.

Jeringas de vidrio, hipodérmicas, de 1.0 6 2.0 cc,

REACCIONES ESTANDAR DE KLINE

Reactivos
Antigeno:
antigeno para la prueba estindar de Kline se compone de cardio-
(0.2 por ciento} y lecitina purificada (1.B—2.0 por ciento) en

Obtenible en Arthur H. Thomas Ce., 230 S. Seventh, Philadelphia, Pa.
Obtenible en Fisher Scientific Co., 711-723 Forbes Street, Pittshurgh, Pa.
Obtenible en Eberbach and Son Co., Ann Arbor, Mich,

Obtenible en La Motte Chemical Products, Towson 4, Baltimore, Md.
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alcohol etilico absoluto. Este reactivo debera ser hecho con componentes
estandarizados quimicamente y debenvser estandarizados sercldgicamente
por comparacién con un antigeno de reactividad estindar. Guirdese en
el refrigerador.

2. Solucién de colesterol:

~ Disuelva 1.0 gramo de colesterol (Pfanstichl, exento de cenizas,
precipitado por aicohel) en 100 c.c. de alcohol etilico absoluto y guirdese
en frascos con tapdn de cristal a la temperatura ambiente.

3. Agua destilada:

El agua Jestilada apropiada para las pruebas de Kline deberd tener
un minimo de iones positivos u otros electrélitos y el pH deberd ser 6.0
aproximadamente.

4. Solucion de cloruro de sodio (0.85 por ciento):

Afada la cantidad necesaria de cloruro de sodio (350 mg.) seco ¥
de calidad reactiva, 2 100 c.c. de agua recientemente destilada. Esta so-
lucion deberd prepararse el dia que se vaya a usar.

REACCIONES DE KLINE CON SUERO

Preparacion del Suero

1. Separe los sueros de los coigulos por centrifugacién y pipeteo o
decantado.

2, Caliente los sueros en el bafio de Maria durante 30 minutos a
56° C. Cuando sea necesario repetir el examen del suero en otro dia, el
strero deberd ser recalentado a 56° Jdurante 3 minutos.

3. Vuelva a centrifugar cualquier suero al cual se le hayan formade
particulas visibles durante el calentamiento.

Preparacién de las Laminas con Anillos de Parafina

1. Limpie las fiminas de viddo de 3 X 2 pulgadas con jabon Bon-
Ami,

2, Usando una miquina de mano para hacer anillos de parafina o
una eléctrica, coloque 12 anillos de parafina (14 mm. de didmetro) en
cada Mmina. Se puede usar parafina o una mezcla de Jos partes de para-
fina y una parte de vaselina, calentada a 120° C. Se debe ejercer cuida-
do para que los anillos sean del tamafio especificado mis arriba.
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Preparacién de la Emulsién de Antigeno

1. Pipetée 0.85 c.c. de agua destilada en el fondo de un frasco de
30 c.c. de capacidad y con tapdn de cristal, :

2. Anada 1.0 c.c. de la solucidon de colesterol al 1 por ciento, dejan-
do gotear muy despacio de una pipeta la solucién de colesterol, mientras
que con la otra mano se le da un movimiento giratario vigoroso al frasco,
el cual es sostenido en ingulo sobre una superficie plana.

3. Continde la rotacién del frasco durante 20 segundos mas,

4. Afada con una pipeta de 0.2 c.c., 0.1 c.c. Jde antigeno dejandolo
escurrir del lado del cuello del frasco.

5. Tape el frasco y agite vigorosamente durante 1 minuto con un
movimiento de arriba hacia abajo.

6. Afiada 2.45 cc. de la solucién de cloruro de sodio al 0.85 por
ciento al frasce ripidamente y agite con menos fuerza durante 30 segun-
dos. La emulsidn esti ya lista para usarse, y si se coloca en el refrigera-
dor, se podra usar por 48 horas,

Reacciones Preliminares

1. Revise el rendimiento de la aguja hipodérmica (*) (calibre 22
ajustada a una jeringa de vidrio) o pipeta capilar y haga los ajustes ne-
cesarios de manera que se obtengan -aproximadamente 125 gotas {0.008
c.c.} por centimetro cibico de la emulsién de antigeno.

2, Termine las pruebas usando controles de sueros positivo, nega-

tivo vy solucidn salina, como se describe en "Reacciones Cualitativas con

Suero™,

3. Se observarin grumos de particulas de antigeno en el suero posi-
tivo. FEl suero control negativo y control con solucidn salina deberan
mostrar Jispersidn completa de las particulas de antigeno y el nimero
6ptimo de particulas por campo microscdpico.

Reacciones Cualitativas con Suero

1. Pipetée 0.05 c.c. del suero calentado dentro de un anillo parafi-
pado de la limina de vidrie.

(5) El Dr, Kline prefiere la aguja calibre 26, pero en el Venereal Discasc
Research Laboratory han estado uwsando la aguja calibre 22. Lo mds importante
es el tamafo de la gota, de manera que se puede usar cualquier calibre de aguja
que dé l2 cantidad correcta de la emulsién de antigeno.
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2. Afada una gora (0.008 c.c.) de la emulsion de antigeno a cada
suero.

3. Imprima un movimiento de rotacidn a las liminas sobre una su-

perficie ptana durante 4 minutos,

Nota: 51 la rotacién se hace a mano, se circunscribird a un circulo de

1 pulgada y 180 veces por minuto. Si se usa el rotador tipo
Boerner, (A. H. Thomas Co.) deberi ajustarse a 180 r.p.m.
El rotador Fisher-Kline tiene mayor velocidad ¥ menor am-
plitud.

Cuando las pruebas son ejecutadas en un clima caliente y se
co, se pueden cubrir las liminas con la tapa de una caja con-
teniendo un secante hamedo para evitar el exceso de evapora-
cién durante la rotacién.

4. Examine las reacciones al microscopio usando un aumento de

100 X.

5. Informe de la siguiente manera los resultados observados.
a. Reacciones tipicas:

Negativa, ...............oo. 00 Particulaa de antigeno dispersas, no hay
grumos.

Positiva débit {4+ 61 4+)........ Grumos pequeiios de particulas de anti-
geno.

Positiva (24 634+) .. .ouiinna.. Grumos mediancs de particulas de anti-
geno.

Tuertemente positiva (4 +3 ..... Grumos grandes de particulas de anti-
geno.

b. Reacciones atipicas:

Las reacciones atipicas se caracterizan por grumos irregulares
v plumosos en los cuales predominan los grumos pequefios. Se
deberi repetir las pruebas en los suercs que den reacciones
atipicas, en diluciones al 1:2 hasta 1:64 como se describe en
“Reacciones Cuantitativas con Suero™. El resultado sera posi-
tivo si se obtiene una reaccién positiva con una o mas dilucio-
nes del suero.

Reacctones Cuantitativas con Suero

1. Afada 0.5 c.c. de la solucion de cloruro de sodio al 0.85 por

ciento a cada uno de 6 0 mis tubos.
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2. Afada 0.5 c.c. del suero calentado al primer tubo y mezcle.

3. Pase 0.5 cc. del primer tubo al segundo y mezcle,



4. Continije pasando 0.5 c.c. de cada tubo al siguiente, y mezcle
hasta que ¢l dltimo tubo contenga 1.0 c.c.

5. Ponga 0.05 c.c. de cada dilucién del suero en cada anillo para-
finado en la limina de vidrio.

6. Afada una gota de la emulsién de antigeno (0.008) a cada di-
hucion del suero.

7. Dé movimiento de rotacion a la lamina durante 4 minutos.

8. Léa y anote las reacciones como se describe en “Reacciones Cuali-
tativas con Suero”,

9. Informe los resultados en términos de la mas alta dilucidn que
produce una reaccién positiva (2 4, 3 4, 6 4 ).

EJIeMpPLO:

Diluciones def Suero Informe
1:2 14 1:8 1:14 1:32 1:64
4 3 1 — — — Positivo - dilucién al 1:4
4 4 4 2 = — Positivo - dilucién al 1:16
4 4 4 3 2 — Positivo - dilucién al 1:32

Determinacion de las Unidades
de Reagina

Si la ultima reaccién positiva en la titulacidn es de 2+, el nimero
de unidades de reagina en el suero es el mismo que el de la dilucion. Si
la Gltima reaccién positiva es mis fuerte que 2-}-, se necesitard hacer titu-
laciones adicionales para determinar la dilucién en la que la Gltima reac-
cidn positiva es de 2-+. El nimero de unidades de reagina en un suerc
es el mismo que el de la dilucidn en la que la Gltima reaccién positiva

es de 2+,

Las diluciones para determinar el titulo v las unidades de reagina en
un suero deberin hacerse siempre con solucidn salina, y no con suero
negativo.

EjemMpLo 1:
1:2 1:4 1:8 o 1a6 1:32
44 44 1+ 24 Negativo

Fl titulo es 1:16 porque la dltima reaccidén es de 2-; el nimero de
unidades de reagina es también 16,

Ejrmpio 2:

1:2 1:4 1:3 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
44 44 - 44+ 4+ 44 4+ 44 Negativo
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_.En este ejemplo el titulo es de 1:128. Para determinar el niimero de
las unidades de reagina, se lleva a cabo una titulacién adicional entre 1:128
y 1:256 para buscar la tltima dilucién en la cual la prueba da una reac
cién de 2-}-. Esto se hace diluyendo 0.2 c.c. sobrante de la dilucidn
al 1:8 con 0.6 c.c. de solucidn salina fisiologica (=0.8 c.c. de 1:32) y ade
mas diluyendo 0.1 c.c. de la dilucion al 1:32 con 0.4 c.c. de solucidn. salina
en un tubo, 0.1 c.c. de la dilucidn al 1:32 con 0.5 c.c. de sofucidn salina
en un segundo tubo; y finalmente, 0.1 c.c. de la dilucidn. al 1:32 con
0.6 c.c. de solucidn salina en el tercer tubo.

Si las reacciones son: 1:160 1:192  1.224
. 44 2+ Negativo

entonces el nimero de unidades de reagina es de 192.

REACCIONES DE KLINE CON LIQUIDO
CEFALORRAQUIDEO

Preparacion del Liquido Cefalorraquidec

1. Centrifugue el liquido cefalorraquideo a 2.000 r.p.m. durante 5
minutos y elimine el liquido sobrenadante por decantacién. Los liquidos
cefalorraquideos fuertemente contaminados o que contienen sangre no
son satlsfactouos para su analisis,

2. Anahce cada liquido cefalorraqmdeo pata investigar la presencia-
de aricar: : : ‘

'a., P1petee Sece de solucion Benedict en un tubo de ensayo

b. Coloque el tubo de -ensayo en agua hirviendo durante 5 mi-
nutos. R

" ¢ Saque el tubo del bafio de Maria. La reduccion del cobré no
deberi presentarse durante este periodo de calentamiento.: -

.d. Afiada 0.5 c.c. de liquido cefalorraquiden. Agite el tubo para:;
mezclar su contenido,

e.’ Lleve nuevamente el tubo al agua hirviendo durante 5 minutos.

{. Saque el tubo del bafio de Marfa y examinelo en busca de pre-
cipitado que indique la presencia de azficar. Los liquidos cefalo-
rraquideos que dan reaccidén negativa para el azicar no son sa-
tisfactoriog para su anilists,

3. Coloque los liguidos cefalorraquideos en bafio de Maria a 56° C.
durante 5 minutos inmediatamente antes de su analisis.
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Preparacion de Laminas con Anillo Doble
1. Limpie con Bon Ami, liminas de vidria de 3 X 27
2. Coloque un molde de acero v dos discos centrales sobre la.limina.

3. Llene los espacios entre los discos v el molde externo con la Mez-
cla de parafina caliente {1 parte de parafina y 2 partes de vaselina).

4. Quite ¢l molde y los discos de la limina Jespués de que la para-
fina se haya enfriado. Las discos pueden ser aflojados haciendo girar el
tornillo central hacia la derecha. E] molde se quita insertando la hoja
de una navaja entre la laimina y el molde.

Preparacion de la Emulsion de Antigeno

1. Pipetée 0.6 c.c. de solucién de colesterol al 1% en el fondo Jde
un tubo de centrifuga grande con fondo redondo (17 de diimetro).

2. Anada ripidamente 0.4 c.c. de agua destilada quitando ¢l dedo
de la pipeta y soplando hasta la Gltima gota mientras se imprime un mo-
vimiento de rotacién vigoroso al tubo sobre una superficie plana.

3. Continte la rotacion del tubo durante 10 segundos mis.

4. Afada 0.1 c.c 'de antigeno (cardiolipina- lec1t1na) y haga rotar
al tubo vigorosamente durante 1 minuto.

5. Anada 1.4 cc. de solucion de clorure de sodio al 0.85% e im-
prima un movimiento de rotacién al tubo sobre una superftcxe plana du-'
rante 30 sepundos,

6. Centrifugue el tubo con la emulsion de antlgeno al 100 (*) r. p m.
durante cinco minutos,

7. Decante ¢l liquido turbio sobrenadante,

8. Afada 0.6 c.c. de solucién de cloruro de sodio al 0.85% al sedi-
mento e imprima un movimiento de rotacidn vigoroso al tube durante 30
segundos para suspender uniformemente las particulas de antigeno.

9. Pase la emtﬂsién de aﬂtigeno a un tubo de 13 X 100, mm. con
tapon. Si esta emulsidn es guardada en el refrigerador, puede ser usada
durante 48 horas después de preparada,

{6) Se necesitari experimentar para determinar el tiempo v la velocidad de
fa centrifugacién para obtener un sedimento con el numero éptimo de particulas,
El sedimento deberd ser en tal cantidad que cuande sea nuevamente suspendido en
0.6 c.c. de solucion salina, una gota (0.008 c.c.) de la emulsién en 0.3 c.c. del liqui-
do cefalorraquiden, contenga el nimero éptimo de particulas de antigeno por. cam-
PO microscdpico. ' ' '
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Reacciones Preliminares

1. Revise la salida de la aguja hipodérmica calibre 26 (conectada a.
una jeringa de vidrio) o de la pipeta capilar. Deberin hacerse ajustesfle
mogo que se obtengan 125 gotas aproximadamente, (0.008 c.c. por gota)
por cada c.c. de emulsién de antigeno,

2. Complete los anilisis con controles de liquidos cefalorraguideos.
positivo, negativo y solucidn salina en la forma descrita en “Reacciones
Cualitativas con Liquido Céfalorraquideo™.

3. Se observarin grumos de particulas de antigeno en el liquido cé-
falorraquideo positivo. Los controles de liquido cefalorragquideo negati-
vo v de solucidn salina deberin mostrar dispersidn completa de lag par-
ticulas de antlgeno y el numero optimo de particulas por campo micros-
chpico.

Reacciones Cualitativas con Liquido Cefalorraquideo

1, Coloque ¢l nimero necesario de laminas con anillo doble, en um
soporte, mientras son calentados los liquidos cefalorraquideos,

2. Pipetée 0.3 c.c. de Hguido cefalorraquideo caliente, en una camara
anillada, Los controles de liguido cefalorraquideo postive y negative
deberin ser incluidos.

- 3. Afada una gota {0.008 c.c} de emulsidn de antigeno al liquido
cefalorraquideo en cada cimara.

. 4. Haga rotar las liminas en una superficie plana con fuerza mode-
rada durante 30 segundos para distribuir la emulsidén de antigeno,

t

5. Mueva el soporte de la lamina hacia adelante y hacia atris ripi-
damente (aproximadamente 3 movimientos completos por segundo)} en
una distancia lineal de 14 a 14", durante & minutos.

6. Examine las reacciones al microscopio a 100 3¢ de aumento ¢ in-
forme los resultados observados de acuerdo con la siguiente descripcién.
Para’ famhtar Ia Iecl:ura la limina puede ser inclinada,

Negativa.................0c000u Particulas de antigeno dispersas, nv hay
ETUmos.

Débilments pasitiva (= 6 14).... Particulas de antigeno en pequefios gru-
mos bien definides.

Posmva (24 6 3-1-) R Particulas de antigeno en grumos de ta-

: maiio mediano,

Fuertemente pesitiva (44)...7... Particulas de ahtigeno en grumos gran-

des,
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Reacciones Cuantitativas con Liquido Cefalorraquideo

1. Prepare diluciones de liquido cefalorraquideo; al 1:2, 1:4, 1:8,
1:16, etc,, usando liquido cefalorraquideo negativo (no solucién salina)
como diluyente,

2. Analice cada dilucién de liquido cefalorraquideo en la forma des-
crita en “Reacciones Cualitativas con Liquido Cefalorraquideo”.

3. Informe los resultados en términos de la mayor dilucién que pro-

duce una reaccién positiva (2, 3-- & 4-+) en la forma descrita en
“Reacciones Cuantitativas con Suero™ (pagina 84).
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REACCIONES DE KOLMER

Equipo y Cristaleria
Equipo General
1. Gradillas de alambre galvanizado para 72 tubos de ensayo.
Cristaleria
1. Tubos de ensayo Pyrex de didmetro exterior 15 X 85 mm.

2. Tubos Pyrex para centrifuga, de 15 c.c. graduados.

3. Tubos Pyrex con cuello, de 30 c.c. para centrifuga.

Preparacion de fos Sueros

1. Separe los sueros de los codgulos sanguineos por centrifugacion
¥ pipetec o decantacion,

2, Caliente el suero a 56° C. durante 20 a 30 minutos. Los sueros

previamente calentados deberin ser recalentados durante 5 minutos 2
56° C. el dia del analisis,

3. Vuelva a centrifugar cualquier suero al que se le hayan formado
particulas visibles durante el calentamiento.

Nota: Si se desea obtener reacciones de fijacion del complemento de
sensibilidad mixima, sera necesario eliminar las hemolisinas
naturales anti-carnero de los sueros. Esto puede ser lograde
en la siguiente forma:

a. Pipetée un c.c. de cada suero en un tubo pequenio (12 X 73
mm.} y coldquelo en el refrigerador durante 15 & mis minutos.

b. Afiada una gota de gldbulos rojos de carnero lavados y com-
primidos a cada suero y mezcle bien.

c. Lleve de nuevo todos los tubos al refrigerador durante 15 mi-
nutos,

d. Centrifugue todos los tubos y separe los sueros por decanta-
cién. Evite arrastrar el residuo celular de las paredes y dei
fondo de los tubas,
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e. Estos sueros son calentados a 56° C. durante 20 a 30 minutos,
Los sueros- absorbidos, previamente calentados, deberin ser
recalentados durante 5 minutos.

Preparacidén de los Liquidos Cefalorraquideos

1. Centrifugue y decante todos los liquidos cefalorraquideos para
eliminar los restos celulares y particulados.

2. Caliente rodos log lquidos cefalorraquideos recibides por correo
o almacenados durante 3 dias o mids, a 36° C. Jurante 15 minutos para
climinar las substancias anticomplementarias termolabiles.

3. Los liquidos cefalorraquideos recientemente extraidos son anali-
zadog sin calentamiento preliminar.

Reactivos
Solucién Salina -

1. Pese 8.5 grms, de cloruro de sodio seco (ACS) y 0.1 grms. de
sulfato de magnesia para cada litro de solucién salina. Estas sales pueden
ser pesadas y distribuidas en tubos de ensayo tapados con corcho para
evitar el pesado diarto. Sin embargo, deberi prepararse una solucion sa-
lina fresca para usarla en cada tanda de analisis.

- 2. Disuelva las sales en agua recientemente destilada y filtre en los
frascos, que deberin tener tapones de vidrio o de algoddn cubierto con
gasa,

3. Coloque en el refrigerador uny cantidad de solucién salina sufi-
ciente para diluir el complemento que va a ser usado en la reaccién de
fijacién del complemento, y deje reposar el resto a temperatura ambiente.

Suspensién de Gldbulos Rojos de carnero

1. Filtre a través de una gasa, una cantidad adecvada de sangre pre-
servada de carnero 1 unos tubos de centrifuga de fondo redondo; (véase
“Coleccién y Preservacién de Sangre de Carnero™ pigina 149). La san-
gre de carnero recientemente colectada debera ser refrigerada durante 48
horas antes de ser usada.

2. Afiada a cada tubo 2 6 3 volimenes de solugidn salina,

3. Centrifugue los tubos con una fuerza suficiente para sedimentar
10s glébulos en 5 minutos. (I. E. C. centrifuga N* 1 a 2.000 r.p.m.).

4. Separe por succién a través de una pipeta capilar el liquido so-
brenadante, quitando la capa superior de glébulos blancos.
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5. Llene el tubo con solucién salina y resuspenda los gldbulos por
inversidn y agitacién suave del tubo.

6. Vuelva a centrifugar los tubos y repita este proceso hasta un to-
tal de tres lavados. Si al tercer lavado el liquido sobrenadante no es in-
coloro, los glébulos son demasiado frigiles y no deberin ser usados,

7. Después de separar el liquido sobrenadante del tercer lavado, los
glébulos son vertidos o lavados en tubos de centrifuga de 15 c.c. v cen-
trifugados a la misma velocidad usada antes, durante 10 minutos, con el
objeto de comprimir firme y uniformemente los glébulos.

8. Léa el volumen de glébulns comprimidos en el tubo de la centri-
fuga y separe con cuidado el liquido sobrenadante,

9. Prepare una suspensién de glébulos de carnero al 2%, pasando
los corplsculos a un frasco con 49 volimenes de solucidn salina. Agi-
te el frasco para asegurar una suspension uniforme de los globulos,

EjemeLo:

2.1 c.c. (glébulos comprimidos) x 49 = 102.9 c.c. {(solucidn salina necesaria}.

10. Pipetée 15 c.c. exactamente de la suspensidn de gldbulos al 2%,
en un tubo de centrifuga graduado de 15 c.c. y centrifugue a la veloci-
dad antes usada durante 10 minutos. Una parte alicuota de 15 c.c. de
suspensién de gldbulos preparada en forma adecuada producira 0.3 c.c.
=+ 0.01 c.c. de gldbulos comprimidos.

Nota: Cuando el volumen de glébulos comprimidos queda fuera de
los limites tolerables arriba establecidos, 1a concentracidn e
la suspensién de glébulos deberi ser ajustada. La cantidad
de solucién salina que debe ser quitada ¢ afadida a la sus-
pensién de globulos para hacer el ajuste, es determinada de
acuerde con la siguiente formula:

Lectura en ¢l tubo de

centrifuga (15 c.c.) Volumen de la suspensidn Volumen corregido de la
X de globulos = suspensitn de glébulips
0.3 cc.
EJEmpLo 1: *
Valumen de la suspensién de glébulos ................. 100 c.c.
Lectura en el tubo de la centrifuga (15 cc) ........... 0.27 c.c.
-0.27 ¢, -
—_— X 100 ¢.c. = 90 c.c,
0.3 cc.
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Por lo tanto 10 c.c. de solucién salina deberdn ser quitados de cada
100 c.c. de suspension de glébulos. La solucién salina puede ser sepa-
rada centrifugando una parte alicunta de la suspensidn de globulos y
sacando con una pipeta ¢l volumen deseade de solucidn salina que de-
be ser desechado.

Erempro 2:
Volumen de la suspensién de glébulos ................. 100 ¢.c.
Lectura en el tubo de la centrifuga (15 cc.) ..., ..., 0.33 c.e.
0.33 c.c.
X 100 c.c. = 110 cec.

0.3 co.

Por lo tanto deberdn afiadirse 10 ¢.c. de solucidn salina para cada
100 c.c. de suspensién de glébulos. Una suspensién de glébulos ajusta-
da deberd ser revisada por centrifugacién de una percién de 15 cc.

11. Coloque el frasco con la suspensién de glébulos en el refrigerador
cuando no esté en uso. Agite siempre antes de Usar para asegurar una
suspension uniforme, va que los corpusculos se sedimentan en el fondo
del frasco cuando son dejados en reposo.

Dilucién del Antigeno

1. Coloque la cantidad requerida de solucién salina en un frasco y
anada el antigeno gota a gota mientras se agita el frasco continuamente.
La cantidad necesitada puede ser caleulada por el nidmero de tubos conte-
niendo antigeno en el analisis v en las titulaciones, El factor de dilucién
es anotado en la etiqueta del frasco de antigeno. La dosis para el anilisis
constituye 0.5 c.c. del antigeno diluido,

EJEMPLO:
Auntigeno Solucidn Salina
c.C. e.c.
(Si el titulo del antigeno es a 1:600) .......... 0.2 ; 120
{ 0.3 180
(Si el titulo del antigeno es a 1:1000) ......... 0.2 200
{ 0.3 { 300

La dilucién del antigeno puesto én un frasco tapado se de]a ala
temperatura ambiente,

Diluciones de Hemolisina

1. Prepare l2 dilucién madre de hemolisina al 1:100, en la siguiente
forma:
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Soluciém salina .............. ... ... ..., 94.0 c.c.
Fenol (al 5% en solucién salina) ............ 40 c.c.
Hemolisina glicerinada (50%) .............. 290 cc.

La solucién de fenol debert ser bien mezclada en la solucidn salina
antes de afiadir la hemolisina glicerinada. Esta solucidn se conserva bien
a la temperatura del refrigerador pero deber ser desechada cuando con-
tenga precipitado.

2. Las diluciones de hemolisina al 1:1.000 & mayores son preparadas
diluyendo partes alicuotas de la solucién 1:100.

Suero Complemento

L. El suero de cobayo exento de glébulos puede ser obtenido cen-
trifugando los tubos con sangre y decantando el suero de los coigulos,
<uando se acostumbra en el laboratorio sangrar a los cobayos el dia an-
terior al que son practicadas las reacciones de fijacidon del complemento.
Los sueros de 3 cobayos 0 mis deberin ser mezclados v llevados al refri-
gerador. (Véa “Preparacion y Preservacion del Complemento™, pagina
110).

2. El suero-complemento deshidratadoe deberd ser llevado a su vo-
lumen original disolviéndolo en la cantidad prescrita de solucidén amor-
tiguada o agua Jestilada y guardandolo en el refrigerador.

3. El suero-complemento guardado en estado de congelacion debera
ser llevado al estado liquido dejindolo a temperatura ambiente o 37° C,
durante el tiempo necesario para su fusibn. Como el contenido de pro-
teina de estos sueros tiende a depositarse en el fondo del tubo durante
la descongelacién, estos tubos de suero deberin ser mezclados adecuada-
mente por inversidn y llevados de nuevo al refrigerador (69 a2 10° C.),

Solucién de Clara de Huevo

Nota: Cualquiera de las soluciones de clara Je huevo aqui descritas
£8 un componente necesario para la reaccién de fijacién de com-
plemento de Kolmer a menos que sean usadas combinaciones
predeciblemente satisfactorias de antigeno-suero de -cobayo
{ver “Andlisis Previc del Complemento™ pagina 111).

1. Separe la clara de la yema de los huevos,

2. Quite las particulag pesadas y filtre la clara de los huevos a tra-
wvés de varias capas Je gasa.

3. Mida la cantidad de clara de huevo filtrada y afiada un volumen
igual de solucién salina para preparar una solucién de clara de huevo
al 50%;

o bien
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Midz la cantidad de clara de huevo v afada nueve volimenes de solucién
salina para preparar una solucion de clara de huevo al 10%.

Después que estos reactivos han sido preparados pueden montarse
las titulaciones de complemento y hemolisina,

Titulaciones del Complemento y de [a Hemolisina

1. Practique simultineamente estas dos titulaciones en la misma gra-

dilla.

2. Coloque 10 tubos (numerados del 1 al 10} en un lado de la gra-
dilla para la titulacién de [a hemolisina ¥ 8 tubos {numerados del 1 al
8) en ¢l otro lado para la titulacién del complemento, Afiada 2 tubos més
al gradllla para la solucién de hemolisina al 1:1,000 y el otro para la di-
lucién del complemento al 1:30. :

3. Prepare ‘'una dilucién de hemohsma al 1:1,000 colocando 4.5 c.c.
Je solucién salina en un tubo de ensayo y afadiende 0.5 c.c. de solucidn
madre de hemolisina al 1:100. Mezxcle bien.

"4, Pipetée 0.5 c.c. de sdlucidén de hemolisina al 1:1,000 en los 5 pri-
meros tiubos de la titulacidén de hemollsma '

5. Afiada las siguientes cantidades de solucmn salma a log tubos de
titulacién de hemohsma

Tubo Solucién Salina Tubo Solucidn Salina
s (c.c.) ‘ {c.c.)
1 o Ninguna 6 0.5
2 e 0.5 T o e e 0.5
. S 1.0 2 0.3
L 1.5 b 0.5
S 2.0 10 0.5

6. Proceda en la siguiente forma:

Tubo' N* Proceso Dlhﬁ:::ﬁt?::: N

1 Ninguno 1:1000
2 Mezcle. Deseche 0.5 c.c, 1:2000
3 Mezcle. Pase 0.5 c.c. al tubo 8, Deseche 0.5 c.c. 1:3000
4 Mezcle. Pase 0.5 c.c. al tubo 7, Deseche 1.0 c.c. 1:4000
5 Mezcle. Pase 0.5 c.c. al tubo 8. Deseche 1.5 c.c. 1:5000
6 Mezcle. Pase 0.5 c.c. al tubo 9, 1:6000

. 7, Mezcle. Pase 0.5 c.c. al tubo 10, 1:8000
8 Mezcle, Deseche 0.5 c.c. 1:10.000
@ Mezcle. Deseche 0.5 c.c. 1:12.000
10 Mezcle. Deseche 0.5 c.c. 1:16.000
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7. Prepare una ditucién de complemento al 1:30 afiadiendo 0.2 c.c.

de suero de cobayo a 5.8 c.c. de solucidn salina.

8. Pipetée 0.3 ¢.c. de complemento al 1:30 en cada unc de los 10 tu-

bos de la titulacién de hemolisina,

9. Afiada las siguientes cantidades de complemento.al 1:30 a los tu-

bos de titulacién de complemento.

Tube Complemento 1:30
fe.c.)
A 0.2
2 e 0.25
A 0.3
L 2N 0.35

Tubs Complementa 1:30
{e.c.)’
T 0.4
S 0.45
T e 0.5
SN Ninguno

10. Afada 0.5 cc. de dilucidn de antigeno a cada uno de los pri-
meros 7 tubos Je la titulacion del complemento,

11. Afada 1.7 ¢.c. de solucién salina a cada uno de los 10 tubos de

la titulacidn de hemolisina,

12. Afada las siguientes cantidades de solucidn salina a los tubos

de titulacién del complemento.

Tubo Solucidn Salina
fc.c.)
oo i3
2, 1.3
. T 1.2
L 1.2

Tubo Solucién Salina
fe.c.}
S 1.1
SN 1.1
7 2 1.0
8 e 2.5

13. Afiada 0.5 c.c. de suspension de gldbulos de carnero al 2% a

cada tubo de titulacion de hemolisina. .

14. Agite cada tubo de titulacidn de hemolisina para asegurar una

distribucién uniforme de los gldbulos ¥ coloque la gradilla conteniendo

Iag 2 titulaciones en el bafio de Marix a 37° C. durante llhora. .

En este momento la titulacidn de complemento y la titulacidn com-

pletada de hemolisina estin en la siguiente forma:
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Cuadro \.—Diluridu del Complomento (primer periode)

Complemento 1:30] Dilucion de Antigeno | Solueifn Salina
Tubo N* (e.e.} fee) fec)
Lo 0.2 0.5 13
2o .. ©0.28 0.5 1.3
3 e, 0.3 0.5 . 1.2
4 0.35 0.5 1.2
2 D.4 0.5 1.1
. 0.45 0.5 1.1
7o 0.3 0.5 1.0
$ ...l Ninguno Ninguno 2.5

Cuadro 2—Titulacisn de la Hemolisina (Completa)

Dilucion de .. Suspensisn de
Tubo N* Hemolisina Complemento 'S.olucwn Sa- corpisculos al
0.5 (e 1:30 (e.c.} lina {c.c.) 2 (e

B 1:1000 0.3 1.7 0.5
2. 1:2000 0.3 1.7 0.5
- 113000 0.3 1.7 .5
B 1:4000 0.3 1.7 1.5
S 1:5600 0.3 1.7 0.5
6 o 1:6000 0.3 1.7 a.5
7o 1:8000 0.3 1.7 0.5
. S 1:10.000 03 . 1.7 n.5
9 1:12.000 03 . 1.7 0.5
10 ..., 1:16.000 6.3 1.7 &.5

15. Saque la gradilla del bafio de Maria y lea 1a titulacién de hemo-

lisina.

La unidad de hemolisina es la mayor dilucién que da una hemdlisis

completa.

La hemolisina para la titulacién del complementd y la reaccidn pro-
piamente dicha es diluida de modo que dos un1dades estin’ contenidas

en 0.5 c.c.

16. Prepare una cantidad de hemolisina diluida, conteniendo dos
unidades por 0.5 c.c., suficiente para la t1tu1ar:10n del - comp!emento de

acuerdo con la siguiente descripcidn.
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Para preparar 2-unidades de hemoli-
Dilucién contenien- | Dilucion contenien-| sina diluida mezcle
dot unidadpor | ~ de 2 unidades por - - . e ——
0.5 e, 0.5 ce. Solucién de hemolisina al 1:100 (éc.)
¥ Solucidn Salina (c.c.)
1:4000 1:2000 ' 0.3 5.7
1:5000 1:2500 0.2 o 4.8
1:6000 1:3000 0.2 o 158
1:8000 1:4000 0.15 5.85
1:10.000 1:5000 01 +.9
1:12.000 1:6000. : 0.1 - 5.9
1:16.000 1:8000 0.1 ) 7.9 -

17. Afiada 0.5 c.c. de hemolisina diluida (conteniendo dos unida-
des de hemolisina) a cada uno de los primeros 7 tubos de la titulacién
del complemento.

18. Afada 0.5 cc. de suspension de gldbulos de carnero al 2% a
los 8 tubos de-la titulacidon del complemento. La adicién de hemolisina
y de glébules a la titulacién del complemento deberd ser completada sin
retraso, de preferencia dentro de los 5 minutos posteriores al momento
en que la gradilla sea sacada del bafio de Maria.

19. Agite cada tubo de la titulacion del complemento para asegurar
unhy distribucién uniforme de los gldbulos y llévelo de nuevo al bafio de
Maria 2 37° €. durante una hora. La titulacién del complemento com-
pleta es mostrada en el cuadro 3.

Cuadro 3.—Titulacion del complesnento (complcta)

. . Suspensibn de

Tubo N* Complemento | Antigenn | Solucién Glébulos

1:30 dosis Salina Hemolisina 1l 29

P e.r. e, W . ' .Y
| F 0.20 0.5 13 . gl oS 05 K &
L] b
: JIOUR 0.2 0.5 13 7 3|| os 05 i
R 0.10 03 12 o «ll 05 05 o u
I 0.35 0.5 12 % 5| os 0.5 § 3
B 0.40 0.5 11 2 pl| 05 05 & o
S 0.45 08 g a 0.5 65 % §
; S 0.5 0.5 10 o 3if 05 o | 05 ¢ 3

|- S . Ningune Ningunn Z:SE Ninguno, 05 =

20. Retire la gradilla del bano de Maria y'lea [a titulacién del com-
plemento.

La menor cantidad de complemento que da una hemdlisis brillante
completa es la unidad exacta. La unidad completa es 0,05 ¢.c. mayor que
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la unidad exacta. Para las reacciones de fijacion del complemento, el com-
plemento es diluido de modo que 1.0 c.c. contiene 2 unidades com-
pletas,

Ejempro:

e
Unidad exacta ..oviiiinantiiiaritieitiat i 0.3
Unidad completa ... .ottt i i e 0.358
Dosis (2 unidades completas) .............. .. 00 i 0.7

La dilucién de complemento que debe ser empleada en la reaccién
propiamente dicha puede ser calculada dividiendo 30 3 la dosis. Ejemplo:

30
- == 43 § una dilucién al 1:43 Jde suero de cobayo.
0.7

E! cuadro siguiente da ejemplos adicionales:

Preparacién
Unidad Unidad Dos Unidades] Dilucién pa- .
Fxacta Completa Completas ra usarse Suero Solucién
. : £.6 s Cemplemento Salina
€.l £.0s
0.3 0.33 0.7 1:43 1 + 42
0.35 0.4 0.3 1:37 1 + 36
0.4 0.45 0.9 1:33 1 4+ 32
0.45 0.50 1.0 1:30 1 -+ 29

Ocasionalmente son encontrados sueros-complemento hiperactivos
que dan titulaciones indicando dos unidades completas por c.c. en dilu-
ciones mayores que I:43, Estos complementos deberin ser diluidos al
1:43 para lograr reacciones satisfactorias, Los sueros-complemento hi-
poactivos que requieren diluciones menores de 1:30 son considerados co-
mo no satisfactorios.

Nota: Los tubos de las titulaciones del complemento o de la hemoli-
sina que muestren hemdlisis completa pueden ser retirados y
colocados en el refrigerador para su uso posterior como so
lucién de hemoglobina para las lecturas estandar. (Véa pa-
gina 107).

REACCIONES DE FIJACION DEL COMPLEMENTO
El método cuantitativo regular empleando cinco cantidades de suero

o de liquido cefalorraquideo, con controles, puede ser usado cuando se
desean resultados cuantitativos.
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El método simplificado usando una sola dosis de suero o de liquido
cefalorraquideo con controles es igualmente efectivo para la separacidn de
reactores positivos, El procedimienta simplificado opera con un ahorro
considerable de reactivos y de trabajo, en comparacién con el método
cuantitativo y por lo tanto cs mis ad1ptable 2 la rutina de los grandes
laboratorios de analisis.

Ambas reacciones antes citadas pueden ser hechas con I mitad del
volumen. Las cantidades de complemento, antigeno y otros reactivos ne-
cesitados, son en esta forma reducidos a la mitad. Sin embargo, puede sa-
crificarse cierta exactitud en la operacién por el uso de estas cantidades
reducidas, ya que los efectos relativos de los errores en la medicién estin
aumentados. La hemolisina y el complemento son titulados a volumen
completo en la forma descrita para la reaccién regular. La prictica de las
reacciongs a mitad de volumen es idéntica a los métodos regulares excepto
que s usa la mitad de los volGmenes, liquido cefalorraquideo y reactivos.

Reacciones Regulares Simplificadas

1. Prepare tubos de ensayo en gradillas de alambre de modo que haya
dos tubos para cada suero, sueros controles positive y negativo y liquido
cefalorraquiden que vayan a ser analizados. Numere la primera hilera
de tubos que correspondan al suero y liquido cefalorraquideo en anilisis.
Se incluyen tubos de ensayo adicionales para controles de los reactivos
especificados.

2. Pipetée 0.3 c.c. de solucidn salina a cada tubo de la segunda hilera,

3. Afiada las siguientes cantidades de solucidn salina a los cuatro
tubos de control.

.0
Control de antigeno (para reacciones €on sUero) .......... varee 0.2
Control del antigeno (para reacciones con liquide cefalorraquideo 0.5
Sisterna de control hemolitico ......... ... .. i iiiiiiiiaa., 1.0
Control de los glébulos ... iiiiiiean 2.5

4. Pipetée 0.2 c.c. de cada suero en anilisis a los tubos 1 y 2.

5. Pipetée 0.5 c.c. de cada liquido cefalorraquidec en anilisis a los
ttbog 1 v 2.

6. Afiada 0.2 c.c. de solucién de clara de huevo al 309 () a cada
tubo de las reacciones de liquidos cefalorraquideos y a los controles de an-
tigeno para suero y liquido cefalorraguideo.

{1} EI suero complemente para las reacciones del Hquido cefalorraquideo debe
ser diluido en solucién de clara de huevo al 1096, a menocs que el complemento sea
previamente analizado, o son afiadidos a cada tubo 0.2 c.c. de solucidn de clara de
huevo al 50% en la forma descrita en el pirrafo € antes citadn,
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u P , b 5
¥ Afada 0.5 c.c. de la dilucidn de antigeno al primer tubo de cada
analisis, sea de suero o de liquido cefalorraquides v a los dos tubos con:
troles de antigeno.

8. Deje las gradillas en reposo Jurante 10 a 30 minutos a tempera-
tura ambiente,

9. Prepare ¢l complemento diluido durante este intervalo. La canti-
dad necesitada es equwalente alce para cada tubo de la reaccion, mis
un ligero exceso.

Nota: Et volumen de suero-complemento que debe ser diluido es de-
terminado por la cantidad de complemento dituido necesario
para el andlisis propiamente dicho y por las titulaciones obser-
vadas. Dividiendo el nimero de c.c. de complemento diluido
necesitade por el factor de dilucidén de la titulacién (2 unida-
des completas), dard el nimero de c.c. de suero-complemento
necesario. Los cilculos pueden ser hechos de acuerdo con la

tabla siguiente:

Titulacién de com- | Complemento di- | Sueto-complemen- Selucién Salina
plemento 2 unida- | luido necesario to requerido fria requerida
des completas " (ec) (e.c.) {e.c)
1:43 43 1 42
1:43 215 5 210
1:37 37 1 36
1:30 210 7 203

10. Aflada 1 cc. de complemento diluido ('} (conteniendo 2 uni-
dades completas) a todos los tubos de las reacciones con suero, incluyen-
do el tubo de control del antigeno (para reacciones con suero).

11. Afiada 1 c.c. de complemento diluido ('} (conteniendo 2 uni-
dades completas) a todos los tubos de las reacciones con liquidos cefalo-
rraguideos, incluyendo el tubo de control del antigeno (para reacciones
con liquidos cefalorraquideos).

12. Afada 1 c.c. de complemento diluido al tubo de control del sis-
tema hemolitico. : :

13, Mezcle el contenido de los tubos agitande bien la gradilla v
colocindola durante 15 a 18 horas en el refrigerador de 6° a 8° C.

14. Prepare el volumen de hemolisina diluida necesaria para la reac-

(1) Véase la nota al pie de la pagina N* 101,
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cidn propiamente Jdicha calculando 0.5 cc. (conteniendo 2 unidades) pa-

ra cada tubo.. Prepare un ligero exceso.

i La formula sigufente puede ser usada para calcular una solucidn de
hemolisina al 1:100 y diluyente tequerido para preparar el volumen ne
cesario de hemolisina diluida.

100

Factor de dilucion de la
titulacidn de hemolisina
(2 unidades)

EJeMPLOS:

(c.c.)

> WVolumen de hemolisina. = c.c. requeridos
diluida necesdria

de hemolisina al
1:100

Titulo de hemolisina
2 unidades en 0.5 c.c.

1:3000
1:4000
1:2500
1:2500

Dilucién de hemo-|  Hemolisina al 1:100 Solucion Sali-
lisina necesitada requerida na requetida
{cic.j fe.c.) {ee.}
30 1 29
120 3 117
25 1 24
250 10 240

15. Retire cada gradilla de tubos del refrigerador y coloquela en el
baifio de Maria a 372 C. durante 10 minutos.

16. Retire cada gradilla del bafio de Maria y afiada a todos los tu-
bos 0.5 c.c. de hemolisina excepto al tubo de control de los glébulos.

) 17. Afiada 0.5 c.c. de suspensidn de glébulos de carnero al 2% (pre-
parada el dia anterior) a todos los tubos. La suspensién de globulos al
2% deberd ser agitada ocasionalmente para asegurar la dispersidn uni-
forme de los globulos durante el periodo en que este reactivo es afiadido
a los analisis de fijacion del complemento,

‘-" 18. Mezcle bien el contenido de los tubos agitando cada gradilla an-
tes Jde volverla al bafio de Maria a 37° C. pata la segunda incubacién,
Bl tiempo necesario para la segunda incubacidn, generalmente 20 a 30
minutos, deberi ser 10 minutos mis de lo necesario para hemotizar los
controles de antigeno de sistema hemolitico.

19. Retire cada gradilla de tubos del bafio de Maria al final del se-
-gundo periodo de incubacién. Anote la hemdlisis observada en la forma
“descrita en “Preparacion de los Estindares de Lectura™ y “Lectursa e In-
forme” (pagina 107) excepto en aquellos casos en que se note inhibicion
de la hemolisis en-el tubo de control. Todos los sueros y liquidos cefalo-

rraquidens que muestren inhibicidn de la hemdlisis en el tubo de control
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deberin ser llevados nuevamente al bafio de Maria 2 37° C. durante un
periodo suficiente para completar una hora de incubacién secundaria. Al
final de este periodo, estas reacciones son retiradas del bafic de Maria
v anotadas las lecturas de los tubos (incluyendo los tubos de control).

Cuadso 4.—Reacciones regulares simplificadas com suere y ton
liguide cefalerraguides.

Clara 2 unida-
Solu-] de des com- [ 2 unida-{ Suspensién
cién | hue- pletasde | desde | v glébulna
sali- vo comple- | hemoli- al 2%
Tubo N* na | (50%)'| Antigeno | mento sing c.c.
{ec.) c.C. c.C. €.C. cC.
Suere 3 §
{e.e.) . . - i )
| I 0.2 Nin- | Nin- 0.5 1.0 E E |03 os
guno | gunco g § ] T.;
... 0.2 0.5 { Nin- | Nin- & 10E . Jos 0.5 %
T guno | guno ¥ E - E é
Liguido ¢ £g gD 4y
Y] s ~ e - S
falorragu g 5 2 5
deo (e} o e w B
Toooo.a 0.5 ‘Nin- | *0.2 05 2o %10 JHos 0.5 ; o
L] : . =
% raa | win 28] er0d % Gus | 0s ok
- T 0.5 0.5 02 | Nin- 52| 3105 o 905 0.5 4=
guno % §. En:‘ u z 5]
o . e
Contrales . 5 " CRs a_ﬂ.g
Antigeno (suero)..... 0.2 02 s B 1.0 3 o 0.5 o5 '3
Antigeno (liguido ce- : ‘E g5 P -
falorraquideo) .. ... ] os 0.2 0.5 2 El 103 ": 0.5 0.5 E
Sisterna hemolitico. ...| 1.0 Nin- | Nin- 1.0 ¢ = 105 0.5 &
guno | guno g Eﬂ '~ K
Corpiisculos. ....,....| 25 | Nin | Nin- < | Nins™ = {jn- | 05
’ Euno | guho guno guno
| 1 -

' Pugde ser omitida si se usa complemento previamente analizado o si el com-

plemento es dilufdo en solucién de clara de huevo al 109,

* Complemento dilufde en solucidén de clara de huevo al 10% a menos que sc

use complemento previamente analizade o s afiads solucidn de clara de hue-
vo al 50%.

Reacciones Regulares Cuantitativas

1. Cologue los tubos de ensayo en gradillas de alambre, destinando
seis tubos para cada suero y liquido cefalorraquideo que deba ser anali-
zado, arreglados de tal modo que la hilera del frente contenga el tubo I,
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la segunda hilera el tubo 2, etc., de cada espécimen. Incluya los tubos
para control de suercs positivo ¥y negativo y para controles de reactivos.

2. Pipetée las siguientes cantidades de solucién salina en los scis
tubos, para ¢ada suero, principiando con el tubo I en [a hilera del frente:
09,05 05 05, 20y 0.5 cc

3. Pipetée 0.3 c.c. de solucidn salina en los tubos 2, 3, 4, 5, y 6 de
cada reaccidén con liquido cefalorraquideo.

4, Pipetée las cantidades indicadas de solucion salina en cada uno
de los siguientes tubos de control de reactivos.

Salucidn Salina
Control de antfgeno ......... o iiiiii i, 0.5 e

Control hemolitico
Control de glébulos

5. Para cadz suero:
Anada 0.6 c.c. de suero inactivado al tubo L.
Mezcle y pase 0.5 c.c. al tubo 6 (control) y al tubo 2.
Mezcle el contenido del tubo 2 v pase 0.5 c.c. al tubo 3.
Mezcle el contenido Jdel tubo 3 y pase 0.5 c.c. al tubo 4.
Mezcle el contenido del tubo 4 y pase 0.5 c.c. al tubo 3.
Mezcle el contenido del tubo 5 y deseche 2.0 c.c.

6. A cada liquido cefalorraquideo:

Afada 0.5 c.c. del liquido cefalorraquideo a los tubos I, 2 ¥ 6.
Mezcle el contenido del tubo 2 y pase 0.5 c.c. al tubo 3.
Mezcle el contenido del tubo 3 y pase 0.5 c.c. al tubo 4,
Mezcle el contenido del tubo 4 v pase 0.3 c.c. al tubo 5.
idezcle el contenido del tubo 5 y deseche 0.5 c.c.

7. Afada a cada tubo de suero y de liquido cefalorraquides de las
reacciones cuantitativas con sueto y con liquido cefalorraquideo y al tubo
de control del antigeno, 0.2 c.c. de solucién de clara de huevo al 50%. (*)

8, Anada 0.5 c.c. de antigeno diluido a los primeros cinco tubos de
cada reaccidn (suero y liquido cefalorraquideo) v al tubo de control del
antigeno. Agite la gradilla para mezclar bien.

9, Deje las gradillas en reposoc a temperatura ambiente durante 10
a 30 minutos. '

. (2) Puede ser omitida si se usa complemento previamente analizado o si el
complemento es diluido en solucién de clara de huevo al 10%.
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10, ‘Termine los analisis en la forma indicada en los parrafos 9 al 19
de fa técnica para la prictica de las “Reacciones Regulares Simplificadas™
{(pagina 101). '

*
Cuadro 5.—Reaccionsr cuantitativas regulares com ieere y com
liguido . cefalorragquideo.
Ciara 2 unida-
gde des com- 2 unida- Suspensidn
hue- |Antigeno |pletas ' de des de de glébulos
Tubo N* vo c.c. comple-’ hemali- (2l 2%)
_‘(50%)‘ mento sina c.e.
e.e. c.c. cc,
Suere ]
{en N5 c.c.) —_ o
Lol 0.2 ‘62 | 03 |o "0 |e | 05 0.5 |2
(] * .
: ....... g; :g; 0.5 o ‘:I.O o 1] 0.4 5 ':
S : 102 |05 io [0y | o 051 4
b gg:i .0.2 0.5 | v .l‘.O = E 0.5 0.5 é
....... . 0.2 05 |E w55 w U
6.. 0.5 {contral)| '0.2 | Nin- _'é 10 271 s 0.5 | ¥
gunn | = | Rl i g
Liguido ce- ‘E Pt | E
falorragui- & ‘28 e
quideo fen E E-Rs | :
05¢c.) h Logde |- VR
teeeon. | 05 02 | 05 [§ {10 E w1 o 05| 2
2. 0.25 0.2 05 |5 witie s M) 0s ng §
 JORR 9.125 o2 | 05 |F5]%10|% 8| os 0.5
bl 0.0625 oz | ox [ZEiti0|E 2| os 05| §
[ O 0.03125 02 | 051" 20 .2 B os 65| ®
[ T 0.2 {control] Q.2 Nin- i LR ‘r-g' 2| os 0.5 E
. gunoj & - =
Controles reactivos d 'm & C e
Antigeno, 0.5 cc. solu- [ = 1. 52 E
cién aaling .......... 02 | 05 [® (%10 2F| s nsf 8
. : & o @ ]
Hemolitico, 1.0 c.c. solu- % - O | o
cién salinn .......... Nin- | Nin-[2 |10 T g | 03 0.5), <
guna | gune| € £, §
: o B (& &
Glébulos, 2.5 c.c. sotucién " v -
salina ........... co.r Nin- [ Nin-jig ‘Nin-:"é, Nin- R )
guna | gumn|<€  |guno:®  |guma . <
I

1

plemento es diluide en solucién de clara de huevo al L0%%.
* Complements diluvide en solucidn de clara de huevo al 10% a menos que st
use complemento previamente analizado o se afiada’ solucién de clara de bue-

vo 8!
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Preparacion de los Estandares de Lectura

" 1. Caliente Tos tubos de solucion de hemoglobina (guardada de la
titulacion) en’el bafio de Marfa a 56° C. durante 5 minutos.

‘2. Prepare una dilucidn al 1:6 de suspensidon de gldbulos al 2%,
afiadiendo 3 c.c. de solucidn salina a 1 c.c. de suspension al 29%.

3. Prepare los estindares de lectura mezclando la solucién de hemo-
globina vy la suspension de globulos en las preparaciones dadas en el cua-
dro 6.

Cuadro 6
: Fijacién de cemplemento
1:6-Suspensién de Solucién de equivalente
glébules - Hemoglobina :
(c.e.) ' (c.c.} ’ .

: Porcentaje . Registro
W 0.0 100 ' 4L
- SO 1.5 0 34
0.75..... 225 -1 24
03 a7 10 14
015, . 2.8% -5 fe.ad
T o 3.0 . 0 - : _—

Lectura e Informe

1. Todos [os controles de suero v de liquido cefalorraquideo debe-
ran mostrar hemdlisis completa.

2. Estime las lecturas individuales de los tubos por comparacion con
los estindares de lecturas al final del periodo de incubacidn secundariu
(10 minutos después de que los tubos de control de antigeno estén he-
molizados) y anote el grado de fijacién del complemento observado, ex-
cepto para aquellos antigenos que muestren inhibicién de-la hemdlisis.en
el tubo de control.

3. Lea los tubos que se hayan llevado de nuevo al bafio de Maria
a 37° C. duran'te: 1 hora completa de incubacién secundaria, estimando
v anotando el grado de fijacién del complemento de cada tubo y del tubo
de control, por comparacion con los estindares de lectura,

4. Informe los resultados de. las reacciones regulares simplificadas de
acuerdo con el cuadro 7. . . ool ol L
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Cuadro ~Informe de las Reacciones Simplificadas.

Lectura del tuba de Lectura del tube de :
andlisis  © control foforme. ¢
44 -— Positivo
3+ —_ Positive
24+ — Positivo
1+ —_ Positive
+ — . Dudoso
— — Negativo
44 44 Anticomplementatio
44 3 Anticomplementatio
44 24 Dudoso
44 1+ Positivo
RS 3+ Anticomplementatio
3+ 24 Anticomplementario-
34 14 Dudoese
34 -+ Dudoso
24+ 24 Negativo
24 14 Negativo
24+ =+ Negativo
14 14 Negativo
+e 4+ Negativo

5. Informe los resultados de las reacciones cuantitativas regulares
de acuerdo con el cuadro 8 cuando los tubos de control muestren hemd-
lisis completa al final del periodo de incubacién secundaria.

6. Informe los resultados de los andlisis cuantitativos regulares de
acuerdo con el cuadro 9, cuando sea necesaria una hora completa de incu-

bacién a 37° C.

Cuadro 8.—informe de la Reacerdn Cuaniitativa, o

Grado de fijacién del complemento

Interpretacién

Informe - (Ejemplos}

Fijacién completa en ¢l 1z1. tube. ..

Fijacién parcial en el segunde tu-
bo (0% 6 mis) .....ooooonn..

Fiincifm parcial en ¢l primer tubo
(576) . o e
Hemblisis completa en todos los tu-

Positiva. ...

Positiva, ...

Dudasa. . ...

Negativa. .. ‘

Puositive (4, 3.1 —=—),
Positive (4. - -—--(--}.
Positivo (4 4 44 4).
Fositivo (4 432-7.
Positive (3.1 ——=},
Pogitive {1 — =],
Positivo (2 1=p—21).

Dudosn  {dre=— =)

Megativa ( ~——= =),
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Cuadro 9—Informe de la Reaccicn Cuantitativa.

{Después de una hora de incubacién secundaria a 37° C.)

Lectura del tuho de Lectura del tubo de
andlisis control Informe

1441 — 4 Anticomplementatio
443 —— 24 Pusitivo
441 —— 14 Positivo
441 —— -+ Positivo
32— =+ Positivo
441 e — i+ Dudoso
12— 14 Dudoso
2l ——— =+ Dudoso
R =+ Dudoso
- —— + Negativo
J—— 14 Negativo
20— 14 Negativo
22— 24 Negativo-

7. Las reacciones cuantitativas también pueden ser informadas en
unidades Kolmer, de acuerdo con la misma férmula empleada en la reac-
cién cuantitativa con suero de Kahn, en donde $§ = 4D. La potencia del
suero o del liquido cefalorraquideo es entonces igual a 4 veces la ma-
yor dilucién gue da una reaccion posntiva En la siguiente tabulacién se

ofrecen ejemplos.

Reacciones positivas

(#+, 3+, 2+ ¢

Primer
Primer
Primer
Primer

Primeros dos tubos
Primeros tres tubos

INFORME DE LA REACCION CUANTITATIVA DE KOLMER

tubo
tubo
tubo
tubo

solo,
solo,
solo,
solo,

14)

conh
con
con
con

Primeros cuatro tubos

Todos los cinco tubos (suero)
Todos los cinco tubes (liquido cefalorraguideo)

laforme en Unidades

Uatdades

Preservacion de Jos Glébulos de Carnero

32
160 {0 mds)
64 (o mds)

1. Recoja la sangre del carnero en solucién estéril de citrato de so-
dio al 3.8%. (Ver “Coleccién y Preservacién de la Sangre de Carnero™
pagina 149).
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2. Guarde la sangre citratada en el refrigerador cuando menos du-
rante 48 horas antes de usarla.

Preparacién y Preservacion del Complemento
Preparacion ' ;
1. Elija tres o mds cobayos grandes v sanos.

2. Saque con aguja y jeringa 5 c.c. de sangre del corazon y colé-
quela en tubos individuales identificados por nimero.

3. Después de que T sangre haya coagulado a temperatura ambien-

te, despegue el codgule del tubo con un aplicador de madera y refrigerc
durante una hora cuando menos.

4. Centrifugue v si se desea el anAlisis previo del suero complemen-
to, retire sélo la cantidad de suero necesario para el anilisis previo. (Veéa
“Analisis previo del Complemento™.)

5. Refrigere el suero con el cofguloe hasta que hayan sido obtenidos
los resultados del anilisis previo.

6. Mezcle los sueros de todos los tubos {0 los de los sueros halla:
dos satisfactorios en el andlisis previo), vuelva a centrifugar y preserve.

O bien

7. Si los animales van a ser sangrados totalmente, el andlisis previo
podrd ser heche sacande 2 cc. de sangre del corazdn, identificando el
tubo de sangre con el animal de que ha sido obtenida v haciendo el
anAlisis previo en la forma preserita. '

8. Para sangrar totalmente a los cobayos. Aturda al animal con un
golpe en la cabeza, para anestesiarlo, corte las venas yugulares externas y
recoja la sangre en cajas de Petri o en tubos de centrifuga de 30 c.c.

9. Deje coagular durante una hora 2 temperatura ambiente.

10. Despegue el codgulo de las paredes del recipiente v refrigere du-
rante una o dos horas.

11. Decante vy filtre ¢l sucro a través de una gasa, centrifugue, mez-
cle el suero claro y preserve.
Preservacion

Método 1. Deshidrate al vacio el suero-complementd congelado por
los métados crioquimicos o de liofilizacidn,

Método 2. Afiada al suerc-complemento la siguiente solucidn a pur-
tes iguales: X
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Acetato de sedio ..o i i i e e e e, 12 grms.
Acido borico ... v i it s 4 grms.
Apua destilada estéril ........ ... .. ...l 160 c.c.

Para usar, diluya 1 c.c. del suero-complemento preservado en 14 c.c.
de solucidn salina para preparar una dilucién al 1:30.

Método 3. Anada 1.0 grm. de cloruro de sodio para cada 10 c.c.
de suero de cobayo.

‘Método 4. Congele ¢l sucro complemento y guardelo congelado has-
ta el dia en que sea usado,

Anilisis Previo del Complemento

KOLMER

. Nota: Cuando se usa un complemento al que se le ha hecho una
prueba preliminar, se puede afirmar que producird una com-
binacion satisfactoria con el antigeno en la prueba de fija-
citn del complemento de Kolmer, Cuando no es prictico ha-
cer la prueba preliminar, entonces se debe emplear Ja solucidn
de la clara de huevo como se describe en Ias técnicas para
liquido cefalorragquideo y para la prueba cuantitativa en suero.

1. Determine dos unidades de hemolisina haciendo una titulacidn
de hemolisina como se describe en “Titulaciones de Complemento y He-
molisina” (pigina 96) empleando cualquier suero de cuy que demues-
tre una actividad complementaria aceptable.

2. Coloque los tubos en las gradillas de metal dejando seis tubos
para cada suero-complemento que se vaya a analizar. Los sueros de cu-
ves que vayan a constituir un lote deberin ser probados individualmen-
te antes de mezclarlos. El lote de suero-complemento deshidratado debera

ser probado con anterioridad también, Numere cada juego de tubos del
1 al 6. ’

3. Prepare una dilucion al 1:30 de cada suera-complemento afiadien-
do 0.2 c.c. de suero a 5.8 c.c. de solucién salina, mézclense.

4. Pipetée las siguientes cantidades de la dilucién del suero-comple-
mento al 1:30 dentro de cada tubo designado.

Tubo N* 1 ......... 0.8 e I} Tubo N* 4 ......... 08 cc
Tubo N* 2 ......... 0.6 ce. b Tube N* 5 ... ..... 0.6 cc.
Tubo N*3 ... ..... 0.4 cc ”

Tubo N®* ¢ _........ 0.4 e

5. Afiada 0.5 c.c. del antigeno diluido a log tubos niimeros 1, 2 v 3.
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6. Afiada las cantidades siguientes de solucidn salina z cada tubo
designado. '

Tubo N* 1 ......... 0.7 ce. Tubo N? 4 ... ._..... 1.2 e
Tube N* 2 ......... 0.9 c.c. Tubo N* § ......... 14 ce.

Tubo N*3 ......... 1.1 cc. Tubo N* 6 ......... 1.6 cc

7. Agite la gradilla para mezclar bien y coloque en el refrigerador
de 15 a 18 horas a una temperatura de 6 a 8 grados C.

8. Saque la gradilla del refrigerador v col6quela en el bafic de Ma-
ria a 37° C. durante 10 minutos.

9. Siquela del bafio de Maria y afiada 0.5 de la hemolisina diluida,
conteniendo 2 unidades, a cada tubo.

10. Afada 0.5 cc. de la suspension de globulos de carnero al 2%
a cada tubo.

11. Agite la gradilla para mezclar los contenidos 2n los tubos y vuel-
va a colocarla en el bafio de Maria a 37° C. durante 1 hora.

'12.°Informe por medio de cruces, el grado de hemélisis observado
como se describe en “Preparacion de los Estindares de Lectura™ (pagi-
na 107).

13. EI suero de cuy que da una hemdlisis completa en los seis tu-
bos es satisfactorio para usarlo con el antigeno que se va a uvsar en la
prueba. El suerc que demuestra una inhibicion Je hemolisis igual en
los tubos de antigeno y en aquellos que no contienen antigeno, puede
considerarse como bueno para usarse si se encuentra que posee una ac-
tividad hemolitica suficiente, por la titulacién subsiguiente del comple-
mento. Cuando una inhibicidn mayor de hemdlisis es notada en los tu-
bos que contienen antigeno que en aquellos que no contienen, esto in-
dica que la combinacién antigeno-complemento no es satisfactoria.

14. Cuando la combinacién antigeno-complemento no es satisfac-.
toria, haga cualquiera de los siguientes procesoe:

1. Anilisis preliminar de otros lotes de suero.
2. Analisis preliminar con otro lote antigeno.

3. Use ¢l suero-complemento y el antigeno analizados, agregando so-
lucién de clara de huevo al liquido cefalorraquideo y a las reac-
ciones cuantitativas con.suero.
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Segundo Anilisis de los Sueros Anticomplementarios

(Método de Sachs modificado)

1. Caliente 0.5 c.c. de suero en bafio de Maria a 56° C. durante 15
minutos. Si el suero ha sido previamente inactivado, vuelva a calentar
durante 5 minutos.

2. Afada 4.1 c.c. de 4cido clorhidrico exactamente titulado N/300
al suero e invierta varias veces. Deje reposar durante 30 minutos a tem-
peratura ambiente.

3 Centrifugue durante 10 minutos, Separe y guarde ¢l liguido so-
brenadante y deseche el sedimento.

4. Afada 0.4 c.c. de solucion de clorure de sodio al 10% al liquido -
sobrenadante. No es necesario neutralizar.

5. Prepare dos hileras de cinco tubos de ensayo cada una y numere
del T al 5. La segunda hilera debe contener los controles del suero.

6. Pipetée 0.5 c.c. de solucidn salina en los tubos 3 y 4 v 2.0 cc. en
¢l tubo 5 de ambas hileras.

7. A ambas hileras:

Anada 1.0 c.c. de suero tratada al tubo 1.

Afiada 0.5 ¢.c. Je suero tratade a los tubos 2 y 3.
Mezcle el contenido del tubo 3 y pase 0.5 ¢.c. al tubo 4.
Mezcle el contenido del tubo 4 y pase 0.5 c.c, al tubo §.
Mezcle el contenido del tubo 5 y deseche 2.0 c.c.

Los cinco tubos de cada hilera contienen respectivamente 0.1, 0.03,
0.025, 0.0125 y 0.0025 c.c. de suero.

8. Afiada 0.2 cic. de solucién de clara de huevo al 506 (*) a cada
uno de los cinco tubos de ambas hileras.

9. Anada 0.5 c.c. de dilucion de antigeno a cada tubo de la prime-
ra hilera.

10. Anada 0.5 cc. de solucitn salina a cada tubo de la segunda
hilera,

11. Agite la- gradilla con los tubos para mezclar y deje reposar a
temperatura ambiente durante 10 a 30 minutos,

(3) &i se usa complemeuto previamente analizade o si el complemento es di
luido en solucion de clara de huevo al 10%, puede omitirse la adicién de solucién
de clara de huevo al 507,
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12 Afada 1.0 c.c. de complemento Jiluide (2) a todos los tubos de
ambas hileras,

13, Agite la gradilla para mezclar v coloque en el refrigerador du-
rante 153 a 18 horas de 6° a2 8° C, :

14. Complete la reaccidn en la forma descrita en Reacctones Re-
gulares Simplificadas” (pigina 101).

15. Anate el grado de hemolisis tanto en los tubos de anilisis como
en los de control,

16. Todos los tubos de la hilera posterior deberin mostrar hemdlisis
completa. Sin embargo, los primeros vy segundos tubos que contienen
0.1 cc. ¥y 0.05 c.c. de suero. respectivamente, pueden mostrar una ligera
inhibicidn de la hemdlisis. Con sueros negativos los tubos correspon-
dientes de la hilera del frente muestran el mismo grado de inhibicién de
la hemdlisis y si el grado es ligero puede darse un informe negativo. Con
los sueros positivos la inhibicién de la hemdlisis es mucho mis notable
en los tubos de la hilera del frente. Informe las reacciones como positi-
vas, dudosas o negativas,

Segunda Reaccién con Liquidos Cefalorraquideos
Anticomplementarios

1. Caliente el liguido cefalorrﬁciuideo a 56° C. durante 15 minutos.

2, Prepare dos hileras de cinco tubos de ensayo cada una y numere
def 1.al 5.

3. Pipetée 0.5 c.c. de solucidn salina en los tubos 2, 3, 4 y 3 de
ambas hileras.

4. A ambas hileras:

Afiada 0.5 c.c. de liquido cefalorraquideo a tos tubos 1 ¥ 2.
Mezcle el contenido del tubo 2 y pase 0.5 c.c. al tubo 3.
Mezcle el contenido del tubo 3 y pase 0.3 c.c. al tubo 4.
Me:cle el contenida del tuho 4 y pase 0.5 c.c. al tubo 5.
Mezcle el contemdo del tubo 5y deseche 0.5 cc.

5, Afiada 0.2 c.c. de solucién de clara de huevo al 50% (5) a cada
uno de los cinco tubos de cada hilera.

6. Afiada 0.5 ca de la d1lu<:1on del” ant1geno x cada tubo de Ta pn
mera hilera,

7. Anada 0.5 c.c. de solucién salina a cada tubo de la segunda hi-
lera. L . : . .

(3) Ver 1a llamada N 5 en la pigina 113,

the-y . e

114



8. Agite la gradilla con los tubos, para mezclar y deje reposar a tem-
peratura ambiente durante 10 a 30 minutos,

9. Afiada 1.0 ¢.c. de complemento diluido (%) a todos los tubos de
ambas hileras; agite la gradilla para mezclar, colocindola en el refrige:
rador durante 15 a 18 horas de 6° a 8° C. y complete la reaccién en la
forma descrita en “Reacciones Regulares Simplificadas™ (pagina 101).

10. Interprete las reacciones de acuerdo con los siguientes ejem-
plos:

Primera hilera: 44 4 1 .
Segunda hilera: 4] ——— E Positiva
Primera hilera: 43 2 —— .
Segunda hilera: 41 —— } Positiva
Primera hilera: 41 ——— B
Segunda hilera: | % Positiva
Primera hilera: 44 2 —— ] )
Segunda hilera: 472 1 —— } Negativa
Primera hilera: 12 ——— .
Segunda hilera: 31 ——— { Negativa

Preparacién del Antigeno de Kolmer

L. Pese 30 grms. de polvo de corazén de res. (*)

2. Coloque el polvo en un frasco con tapén de vidrio o de corcha
cubierto con papel de estafio.

3. ARada 100 c.c. de acetona quimicamente pura,

4. Tape el frasco herméticamente y mezcle bien ¢l contenido por
agitacidn.

5. Guarde a temperatura ambiente durante 2 dias, agitandolo un
poco cada dia.

6. Filtre a través de un papel filtro exento de grasa, exprimiendo li-
geramente el tejido. Deseche el filtrado.

7. Pase ¢l residuo a un frasco con tapén de cristal, afiada 100 c.c.
de acetona quimicamente pura, tipelo herméticamente, mezcle bien y
guirdelo a temperatura ambiente durante 2 dias, agitindolo un poco
cada dia. : s '

8. Filtre a través de un papel filtro exento de grasa, exprimiendo li-
geramente el tejido. Deseche ¢l filtrado. . :

(1) Ver la llamada N 3 en la p_a’:giné 113, ‘
{4) Obtenible en los Laboratorios Difco. Inc, Detgoit, Mich,

o '1'1'_5



9. Seque el residuo al aire hasta que quede exento de acetona y llé-
velo nuevamente a un frasco limpio con tapon de cristal.

10. Afiada 200 c.c. Je éter, tape herméticamente, mezcle bien, y
guarde a temperatura ambiente durante 3 dias agitindolo un poco dia-
riamente,

11. Filtre a través de un papel filtro exento de grasa exprimiendo
ligeramente el tejido, deseche el filtrado,

12, Seque el residuo al aire hasta que quede exento de éter y pén-
galo de nuevo en un frasco limpio,

13. Afiada 100 c.c. de alcohol ctilico absoluto, quimicamente puro.

14. Tape el frasco herméticamente y mezcle bien su contenido por
agitacion,

15. Guardelo a temperatura ambiente durante 5 dias agitindolo ca-
da dia.

16. Filtre a través de un papel filtro exento de grasa exprimiendo
ligeramente ¢l tejido.

17. Mida el filtrado y filtre a través del tejido una cantidad sufi-
ciente de alcohol etilico absoluto para llevar el volumen del filtrado a
100 c.c. ’

18. Pese 1.4 grms, de colesterol y disuélvalos en 10 c.c. de éter.
19. Anada la solucién de éter 2 los 100 c.c. de filtrado de alcohol.

20. Agite bien y coléquelo en el bafio de Marfa a 55° C. durante
una hora para ayudar a la solucidn.

21. Deje en reposo a temperatura ambiente durante 2 dias agitin-
dolo un poco cada dia,

22. Filtre a través de un papel filtio exento de grasa.

23. Guarde el antigeno 2 temperatura ambiente en 1z obscuridad 'y
en un frasco herméticamente tapado.

Titulacién del Antigeno

No es necesario hacer las titulaciones para determinar la actividad
hemolitica y anticomplementaria del antigeno para la reaccion de Kolmer
(preparado en la forma descrita en este Manual). Sin embargo, es ne-
cesario determinar la potencia antigénica de cada lote de antigeno. Esto
puede ser hecho en la siguiente forma:
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1. Prepare una-dilucién de antigeno al 1:80 anadiendo gota a gota
0.1 cc. de antigeno a 7.9 c.c. de solucién salina en un pequefio frasco
A que es agitado.

2. Prepare otras cinco diluciones de antigeno mezclando solucion
salina y dilucién de antigeno Je acuerdo con las siguientes cantidades.

Tubo N*  Dilucidn de Antigens Solucién Dilucién final del
: Saling antigeno
1 4 e 1:80 180
2 4 ce 180 -+ 4 oo = 1:160
3 4 ¢c 1:160 + .4 ce = 1:320
§ 4 4 cc 13320 + 4o, = 1:640
§ 4 e.c. 1:640 +. 4 co. e 1:1230
6 4 ce. 1:1280 +- 4 cc. = 1:2569

3. Mezcle varios sueros medianamente postives previamente calen-
tados y prepare las diluciones en la forma siguiente:

i © Tubo N?

Suere fc.c.} Solucién salina Dilucién final
{e.c.} del suere
1 1.9 4 4.0 = 1:5
2 0.5 + 4.5 = 1:10
3 05 + 9.5 = 1:20
4 2 (1:20) + 2.0 = 1:40
3 1 (1:20) + 4.0 = 1:100

‘ 4. Prepare 30 tubos de ensayo (13 X 85 mm) en cinco hileras de
; seis tubos <ada una.

5. Afada sueros diluidos en la forma indicada en el cuadro 10
! 6. Afada antigeno diluido en la forma indicada en el cuadro 10.

7. Prepare un tubo de control de suero conteniendo 0.5 c.c. de sue-
ro 1:5 y 0.5 de solucién salina y también un tubo de control de sistema
hemolitico conteniendo 1.0 c.c. de solucién salina.

“ 8. Anada 1.0 c.c. de complemento diluido (contemendo 2 unidades
J‘ completas) a cada uno de los 32 tubos.

9. Agite suavemente los tubos y coldquelos entre 6° y 10° C. du-
rante 15 a 18 horas y posteriormente a 37° C. (al bafio de Marfa) duran—

te 10 minutaos,

; 10. Retire los tubos del bafic de Maria vy afiada 0.5 c.c. de hemoli-
' sina (2 uwnidades) y 0.5 c.c. de suspensién Jde glébulos al 2% a cada
Ny tubo, S
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11. Mezcle pér agitacidn suave y lleve de nueve los tubos al baiio

de Maria a 37° C. durante una hora.

12. Retire los tubos del bafio de Maria y apunte 105 grados de hemo-
lisis anotados en la forma ilustrada en el cuadro 8. Los controles del sis-
tema hemolitico v el suero deberin mostrar hemdlisis completa,

Cuadro 16
Suero diluldo. Antigeno diluido en cantidades de 0.5 c.c.

(85 ce) 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560
1. .......... . _— — 24 — — —
140....... e -1 14 44 44 2+ 1+
120..........00s 14 44 4+ 44 A 14
F 3 1 14 44 44 4+ 44 24
44 44 44 44 44 3+

Nota: La dosis éptima de antigeno que debe ser empleada en las
reacciones de Kolmer es de 0.5 c.c. de la dilucién que dé una
reaccidén de 4+ con la menor cantidad de suero. Si dos dilu-
ciones de antigeno dan reacciones iguales la Jilucidn que debe

- usarse puede ser un promedio entre las dos. Si tres diluciones
de antigeno son igualmente reactivas, la dilucion mcdia puede
set la &ptima.

Antes de usar un antigeno nuevo es aconsejable practicar
una serie de anilisis comparativos, {cualitativo y cuantitativo)
con sueros débilmente y fuertemente reactivo y negativo y con
un antigeno de reactividad demostrada,

Antigenos Cardiolipina-Lecitina-Colesterol

El doctor Kolmer (1) indica que los siguientes antigenos pueden ser
empleados en las reacciones de Kolmer en dosis de 0.5 c.c. de la dilucion

al 1:130.
Antigena Cardiolipina | Lecitina purificada Colesterol
Porcentaje Porcentaje Porcentaje
0.03 0.05 0.3
B e, 0.03 0.03 0.6
R 0.03 0.05 0.9
S 0.06 0.05 06
2 0.06 0.05 0.9
L 0.0175 £.0875 0.3

[
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“En términos generales un antigeno preparado con 0.03% de cat-
diolipina, 0.05% de lecitina y 0.6% dJe colesterol es preferida como mez-
cla de maxima sensibilidad consistente y especificidad, en las reaccio-
nes con suero y con liquidos cefalorraguideo™

Estos antigenos son usadog en las reaciones de Kolmer en la misma
forma gue el antigeno regular de extracto de corazon de res.

Bibliografia

1. Koumeg, ], A.; Lyncu, E. R.: Cardiolipin antigens in the Kolmer complement
fizxation test for syphilis. J. Ven. Dis. Inform, 2%: 166-172, June 1948.

119



Ly



REACCIONES DE MICRO-~

’e FIL.OCULACION DE MAZZINI

Equipo y Cristaleria

Equipo General

i

) 2,

Miquina rotatoria.

Aparato para hacer anillos. Puede usarse el anillador de Pischer
usando parafina con punto de fusién de 56° y 62° C.

. Soportes para liminas. Hechos de algin material conveniente

para acomodar de una a cuatro liminas de 2 X 3 pulgadas.

. Agujas hipodérmicas, Calibre 25,

{ Cristaleria

L.

Liminas de vidrio de 2 X{ 3 pulgadas, con anillos de parafina
de 15 mm. Jde didmetro interior, para examinar los sueros,

Frascos con tapdn de vidrio, redondos de 30 c.c.

. Liminas de vidrio con concavidades de 2 mm. de profundidad

por 16 mm. de didmetro, para los examenes de los liquidos cefalo-
rraquideos.

. Jeringa, tipo Luer de 3 c.c.

Reactivos

. Antigeno Mazzini colesterolizado. {Ver “Preparacion del Anti-

geno Colesterolizado de Mazzini”, pag. 127).

. Solucién salina al 1 por ciento amortiguada, pH 6.3 a 6.4:

a. Preparar la solucidén de acuerdo con la giguiente férmula:

Cloruro de sodio {(QP) ... .....coiiviiiiianoin 2.025 gramos

Fosfato monopotdsice (KH.PO.) ................. 0.050

Fosfato disédico-...,,....... e 0.425
{Na;:HPO. + 12 HO)

Agua bidestilada ........ .. . oo, 250.0

Acido elothidrico N/1 ..o 0.8

Formol (Merck) .........00iain, EERER 8.25

b. Se filtra la solucién y se verifica el pH.
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Preparacién de fos Suecos

1. Separe los sueros de los codgulos por centrifugacidn y pipeteo
o decantada,

2. Caliente los sueros en el bafio de Maria durante 30 minutos a
56° C. Los sueros deberin ser recalentados durante 10 minutos si se
va a repetit el ¢xamen después de 4 horas del pnmer periodo de calen-
tamiento.

3. Volver a centrifugar cualquier muestra a la cual se le hayan for-
mado particulas visibles durante el calentamiento.

Reaccién Cualitativa de Mazzini con Suero
1. Prepare el.antigeno en la forma siguiente:

a. Pipetée 3 c.c. de I solucién salina amortiguada en el fondo
de un frasco de 30 c.c.

b. Con una pipeta de 1 ce. graduada hasta la punta, mida 0.4
c.c. del antigeno colesterolizado. :

c. Sostenga el frasco con la mano izquiérda ¢ imprimale un mo-
vimiento rotatorio ripido, al mismo tiempo que llevando la
pipeta con la mano derecha, se vacia con rapidez el antigeno
d1rectamente sobre la solucién salina (eI antigeno es soplado
“con la plpeta) ’

d. Mezcle absorbiendo y soplando la suspensién con la pipeta
dos o tres veces.

e. Deje madurar la suspensién a la temperatura ambiente durante
3 horas. Después de este periodo de madurez Ja suspension
puede usarse en el trabajo del dia.

f. Agite la suspension de antigeno suavemente con movimiento
de abajo hacia arriba varias veces.

g Pase la suspension a una jeringa Jde 5 c.c. con una aguja cali-
" bre 25,

2, Determine el angulo 2 que debe sostenerse la jeringa para dar
una gota de 0.01 c.c. de la suspension, '

3. Ejetute pruebas preliminares con controles en la siguiente forma;
a. Cologue la lamina de vidrio con anillos de parafina en un so-

porte para laminas,
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Pipetee. 0.05 c.c de suero positive, suéro negativo y solucion
salina amortiguada dentro de cada, anillo de parafina.

. Afiada uma gota de la suspension de antigenc (0 01 cc) a

cada suero y a la solucién salina.

. Haga rotar en la miquina rotatoria durante 4 minutos.

: Cuando la rotacidn se hace manualmente, se_ circunscribe @ un
circulo de dos pulgadas, 120 veces por minuto, Cuando se usa
un rotador mecanico tipe Boerner, la ve10c1dad equwalente
es de 180 rotaciones por minuto,

Examine las reacciones al microscopio usando un aumento de
100 .. E] suero control positivo deberd mostrar una flocula-
cién completa de la suspensién del antigeno. El suero control
negativo y solucidn salina deberin mostrar dispersidn comple-
ta de la suspensidn de antigeno y la presencia de un nimero
optimo de particulas de antigeno por campo.

'+ 4, Ejecute las pruebas con los sueros de la-siguiente. manera:
a, Caloque una limina de v1drlo c0n anillos de paraf:na en un so-
: - portg-para liminas, :

b. Pipetée 0 05 c.c. de cada suera dentro de cada amllo

c. Afiada una gota de la suspension de antlgeno (0.01 cc.) a ca-
da ‘suero,

d. Haga rotar en la miquina rotatoria durante 4 minytos,

e. Lea cada reaccidn microscopicamente, y anote el grado de
floculacién de acuerdo con el siguiente cuadro:

Reaceiones Tipicas Reacciones Atipicas
Negativa...... Ausencia de grumos. Notar las reacciones atipicas que es-
14+ oo Grumos muy pequefios, tin caracterizadas por particulas irre-
28 N Grumos pequeiivs. gulares y agregados de varios tamafios
[ T Grumos de tamafio me- en los cuales predominan los grumos

. diano, pequenios ¥y las particulas libres de an-
44 . ... Grumos grandes, tigeno,
f. Anada una segunda gota de la suspensién de antigeno a cada
prueba que dé reaccion de 14, 24 6 reaccién atipica:
g. Haga rotar la ldmina otra vez durante 4 minitos.”
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h. Examine microscdpicamente. $i la reaccién es mis intensa des-
pués de haberle afiadido la segunda gota de la suspensién de
antigeno, anote ¢l resultado mis intenso. Pero si la reaccidn 1
es la misma o mis débil después de haberle agregado la se
gunda gota de la suspensién de antigeno, entonces se anota
el resultado de la reaccién original,

i. Repita la prueba en cada suero de reaccién zonal que deje
de dar reaccidn positiva con la segunda gota de la suspension
de antigeno, de la siguiente manera;

1) Pipetée 0.5 c.c. de solucién salina amortiguada en cada
uno de 5 tubos (numerados de 1 a 3).

2) Anada 0.5 c.c. de suero calentado al tubo 1 y mezcle.
Pase 0.5 c.c. del tubo 1 al tubo 2 y mezcle.
Pase 0.5 c.c. del tubo 2 al tubo 3 y mezcle.
Pase 0.5 c.c. del tubo 3 al tubo 4 v mezcle.
Pase 0.5 c.c. del tubo 4 al tube 3 v mezcle.

3) Pipetée 0.05 c.c. de cada dilucién de suero en la lamina y
con aniflos de parafina.

4) Afiada una gota de la suspensidn de antigeno (0.01 ¢.c.}
a cada dilucion de suero.

5) Haga rotar la limina durante 4 minutos.

6) Lea microscopicamente y anote los resultados como se
describe en “Reacciones Tipicas™.

j- Informe los resultados de la siguiente manera:

Lectura Informe

Negdative ..o iniirinnna e e e, Negativo.

U Dudoso.

o e e e e Dudnsn.

g Positivo.

. Positivo.

Reaccién Atipica .............. ... e e s ‘Positive o dudose
-{obtenide en cual- ¢
quiera de los dos
métodes  suplemen-
tarios indicados),

Reaccién Cuantitativa de Mazzini con Suero
1, Prepare diluciones de suero al 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 y
mayores Si es necesario, en la siguiente forma: 3
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a. Pipetée 0.5 c.c. de solucién salina amortiguada en cada uno de
6 (o mas) tubos. (La solucidon de sal no amortiguada al 0.9%
es usada en Veneral Disease Research Laboratory.)

b. Anada 0.5 c.c. de suero calentado al primer tubo y mezcle.

c. Pase 0.5 c.c. de suero diluido del primero al segundo tubo y
mezcle, ' T

d. Continie pasando y mezclando de un tubo al siguiente hasta
que todas las diluciones hayan sido hechas, Deje la pipeta con
la que se hizo la mezcla en el Gltimo tubo.

2. Pipetée 0.05 c.c. de cada dilucidn de suero en el anillo de parafi-
na respectivo en una lmina de vidrio,

3. Anada una gota de suspension de antigenc (suspension de anti-
geno usada para la Reaccidn Cualitativa de Mazzini con Suero. (Véa pa-
gina 122) a cada suero diluido scbre la lamina.

4. Hapa rotar 12 laimina en un rotador mecanico durante 4 minutos.
3. Lea y anote las reacciones en la misma forma que para las reac-
ciones cualitativas.

6. Informe los resultados de acuerdo con la mayor dilucion de sucro
que da una reaccién positiva (354 6 44).

EJEMPLO:
Dilucidn de Suere Informe
112 14 1:8 1:14 1:32 1:64
4 4 4 2 P -, Positivo, dilucidn 1:8
4 3 1 _— — —_ Positvio, dilucién 1:4
4 4 4 4 1 — Positivo, dilucién 1:18

REACCION CUALITATIVA DE MAZZINI CON

LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

Equipo Adicional al Requerido para las Reacciones con Suero

1.

Secador de aire caliente y soporte de acero con pinzas. Un seca-
dor ordinario para el cabello es satisfactorio y poco costoso.

. Liminas de vidrio. Todas estas liminas de vidrio deberin tener

concavidades, las cuales no deberin ser menores de 16 mm. de
didmetro y 2 mm. de profundidad.

. Cajas de Petri,

. Pipetas de 0.2 c.c. graduadas en centésimos.
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Preparacién del Liquido Cefalorraquideo

1. Analice el liquido cefalorraquideo tan pronto como sea posible
después de haberlo recogido. Los liquidos cefalorraquideos sanguino-
lentos o muy contaminados no son satisfactorios para el examen. Los
liquidos cefalorraquideos son examinados sin calentamiento prévio.

2. Centrifugue el liguido cefalorraquideo recicntemente cxtraido, a
2.000 r.p.m. durante 5 minutos,

3. Decante a un tubo limpio el liquido scbrenadante.

Prictica de la Reaccion Cualitativa de Mazzini con
Liquido Cefalorraquideo

- 1. Prepare una solucién Je icido acético al 6%.

2. Pipetée exactamente 0,01 c.c. de icido acético al 6% con una
pipeta de 0.2 c.c. graduada en centésimos, en un lade de tantas conca-
vidades de una limina de vidrio como liquidos cefalorraquideos vayan a
ser examinados.

3, Deposme 0.1 c.c. de liquido cefalorraquideo (con una pipeta de
1 cc.) en el lado opuesto de la concavidad en la que el 4cido ha sido
puesto,

4, Mezcle uniformemente el icido y el liquido cefalorrayuideo sobre
la superficie de la concavidad con un aplicador de madera,

5. Haga rotar el soporte de la limina sobre una superficie plana
con un movimiento circular durante 1 minuto aproximadamente,

6. Afada una gota de la suspensién del antigeno (suspcnsmn del an-
tigeno usada para la Reaccién Cualitativa de Mazzini con Suero). (Véa
pagina 122) a cada mezcla de lquida cefalorraquxdeo -acido acético.

7. Haga rotir el soporte de. la lamina a 'mano durante 10 minutos a
120 r.p.m. 0 en un rotador mecinico durante 10 ‘minutos a 180 r.p.m.

- 8. Léx e informe las reacciones en la misma forma descrita para”la
Reaccmn Cuahtatlva de Mazz,:m con Suero” (Vea paglna 12’?)

9. Info:me las reacciones p0s1t1vas (34 y.44). sin hacer mis ana-
lisis. Los hqmdos cefalorraquldeos que producen reaccmnes ncgat:vas G
diidosas (14 v "’—}—) son analtzadOS nuevamente despues ‘de concentra-
cién por el uso del secador de aire cahente

10. Preparacion del liquido cefaiorraqmdeo concentrado:
a, Coloque aprommadameme 30 e, de agua frla ¢n una placa
de Petri, ..o - :



. b. Pipetée 1.5 c.c: de liquido 'cefalorragquideo en el fondd de un
vagso de precipitado de 50 c.c.

c. Coloque el vaso en el centro de fa caja de.Petri conteniendo
el agua.

d. Ajuste el secador en el SOpOTtE, de acero y coloquelo a una dis-
tanicia de 2 ¢m, arriba ‘del vaso con la maneo:llla del secador
marcando aire caliente. ’

Evapore ¢l flbido hasti el Vqluméﬁ. de 0.2 c.c. a 0.3 c.c. Esto
se logra en 6 a 8 minutos. '

‘0

€

11. Proceda a analizar el liquido cefalorraquideo concentrado, exac
tamente en la misma forma usada en el liguido cefa!orraqmdeo no tra-
tado. - o, T

12. Lea y andte las reacciones s observadas £n termmos db pos1t1va du-
dosa 0 negativa.

13. Informe la reaccién’ obtenida con liquido cefalorraquideo con-
centrado,

REACCION CUANTITATIVA DE MAZZINI CON
LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

1, Prepare diluciones en serie de liquido cefalorraquideo (1:2, 1:4,
1:8, 1:16, etc.), en la forma descrita en “Reaccion Cuantitativa de Maz-
zini con Suero” {pirrafo 1, pagina 124} '

2. Analice cada dilucién en ta forma indicada para la reaccién cua-
litativa de Mazzini con liqUido cefalorraquideo {vea pagina 125).

3. Léa y anote la reaccién observada con cada dilucidn del lquido
cefalorraqmdeo

4. Informe las reacciones observadas en términos de la mayor dilu-
cidn que dé una reaccion cuantltatlva de Mazzlm con suero (véa pa-
gina 124). '

Preparacién del Antigeno. Colesterolizado de Mazzini _
Preparacion del Extracto de Antigeno

r o

Reéactivos -
1. Polvo deshidratado de corazén de res. (%)

" 2. 'Polvo’ de yema dé huevo. Este puede ser comprado en cualquter
empresa mayorista digna Je confianza.

(1} Obtenible en los Laboratorios Difco Inc., Detroit, Mich.
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3. FEter. Puede ser usade cualquier éter anestésico de alta calidad.
4. Acetona, calidad reactiva,

5. Alcohal etilica absoluto.
Procedimiento

1. Pese 20 grms. de polvo deshidratado de corazén de res y 10 grms.
de yema de huevo en polvo.

2. Cologue los polvos en un frasco, con tapon Je vidrio, de 300 c.c.
y anada 200 c.c. de éter anestésico.

3. Tape herméticamente el frasco y agitelo con un agitador mecénico
durante 3 minutos 0 a mano durante 13 minutos.

4. Fitre a través de un papel filtro de tejido mediano, exento de gra-
sa, de 24 cms. Recoja y guarde todos los filtrados usando un papel fii-
tro nuevo para cada filtracién.

5. Repita la extraccidn y la filtracidén cuatro veces mas, usando 100
c.c. Je éter en cada vez,

6. Después de la ultima extraccién, extienda el polve himedo sobre
una' hoja limpia de papel filtro.

7. Deje secar el polvo a temperatura ambiente hasta que quede exen-
to de olor a éter. '

8. Pase el polvo seco a un frasco de 500 c.c. con tapdn de vidro.

9. Afiada 80 c.c. de alcohol absolutu y agite en un agitador meca-
nico durante 4 horas o deje en reposo a temperatura ambiente durante 3
dias, agitando tres veces al iJia durante cinco minutos.

10. Filtre a través de un papel filtro exento de grasa de 24 cms. y
de textura media, a un frasco de boca amplia, de 100 c.c., con tapén de
vidrio. Deseche el polvo.

11. Coloque los filtrados etéreos combinados en un plato de evapo-
racion, grande (8.5” de didmetro).

12. Coloque el plato en el bafio de Maria 3 55° & 56° C. y evapore
e] éter hasta que no suban ya las burbujas a {a superficie del liquido. Al

mismo tiempo caliente 100 c.c. de acetona de 53° a 36° C. en el bafio
de Mara.

13. Vierta la-acetona rapidamente en los extractos etéreos concens
trados.

14. Agite bien con una espitula de acero ¢ inmediatamente decante
en dos tubos de centrifuga de 50 c.c.
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13, Centrifugue a 2.000 r.p.m. durante 5 minutos.. .

16. Decante la acetona y deseche .

17 Anada 10 cc. de acetona fresca a cada tubo. Ague con una vas,
rilla de vidrio e invierta cada tubo unas cuantas veces con la palma de la
mano sobre la boca del tubo. o

18, Decante y deseche la acetona.

19. Recoja los lipoides insolubles en acetona con una espatula y
anidalos al extracto alcohdlico obtenido en Ia maniobra 10. -

20. Coloque ¢! frasco en el bafio de Maria de 55° a 56° C. durante
30 minutos. Agite suavemente a intervalos frecuentes.

21. Enfrie el frasco en el refrigerador durante 30 minutos.

22, Filtre 2 través de papel filtro exento Jde grasa, de tejido fino,
Separe por filtracidn cualquier precipitado que pueda aparecer durante
el reposo. La cepa de extracte de antigeno estd ya lista para su titylacidn,’

Titulacion del Antigeno

Determinacién de la Proporcion Optima Lipoide-Colesterol

1. Coloque 5 tubos de ensayo 13 X 100 mm. en una gradilla y nu-
mérelos del'1 al 3.

" 2. Pipetée 0.1 c.c. de la solucién madre de extracto de antigeno di-
rectamente al fondo de cada tubo.

3. Pipetée 0.9 c.c. de alcohal colesterolizado al 1.0% en el primer
tubo, 1.4 c.c. en el segundo tubo, 1.9 c.c. en el tercer tubo, 2.4 c.c. en €l
cuarto tubo y 2.9 c.c. en el quinto tubo, Mezcle bien los contenidos de
cada tubo. Estos representan las proporciones de la salucion madre-
colesteral de 1:10, 1:15, 1:20, 1:25 y 1:30.

4. Tome cinco frascos de 30 c.c. v rotalelos 1:10, 1:15, 1:20, 1:25, ¥
1:30, respectivamente.

5, Prepare las suspensiones de cada una de las cinco proporciones
exactamente en la forma descrita en “Reaccidn Cualitativa de Maz-
zini con Suera” (pagina 122).

6. Deje reposar las suspensiones a temperitura ambiente durante 3
horas.

7. Al terminar Ja titulacién preliminar Jel antigeno deberin haccrse
anilisis para determinar la proporcidn Sptima final, analizando las pro-
porciones de lipoide a colesterol entre 1:10 y 1:15 o entre 1:15 y 1:20, etc.
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Ensayo de las Suspensiones

‘1. Agite suavemente cada suspension, del fondo de Ia botella al ta-
pén varias veces.

2. Pase cada suspensidn a una jeringa de 5 c.c. ajustada a una aguja
de calibre 25. Analice 30 sueros que se supongan normales con cada uno de
los cinco antigenos, exactamente en la forma descrita en “Reaccidn Cua-
litativa de Mazzini con Suero™ (Pagina 122),

3. Deseche sin hacer mis analisis aquellas proporciones ‘Je antigeno
que muestren cualquier grado de floculacion con estos sueros.

4, Elija para anilisis posteriores, ¢on sueros reactivos, aquellas pro-
porciones en las que el examen microsedpico muestre particulas muy fi-
nas completamente dispersadas sin la menor huella de floculacion.

Determinacién de {a Calidad Antigena de la Suspensién.

1. Elija cuando menos tres sueros débilmente positivos,

2. Analice cada suero con cada una de las proporciones que dieron
reacciones satisfactorias con sueros negativos.

3. Examine al microscopio. Mientras mas alta sea la proporcién li-
poide-colesterol, mis sensible serd lu reaccidn y mayores los floculados.

4. Para obtener sensibilidad maxima, elija como titulo la preparacién
mas alta que no cause rungun grado de floculacmn en presencia de sueros
negativos,

5. Si se desea una suspension de antigeno menos sensible se escogera

una proporcidn mis baja.

6. Prepare una cantidad suficiente de antigeno colesterolizade para
las necesidades aproximadas de un mes.
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REACCIONES DE
| REIN_—BOSSAK

REACCION DE FLOCULACION EN LAMINA DE
REIN-BOSSAK (N* 1)
Equipo y Cristaleria
Equipo General
1. Rotadsr tipo Boerner. _
2. Anillador (para parafina) operado a mano o tipo eléctrico.

3. Soporte de madera o de metal para sostener de 1 a 4 laminas de
2% 3",

4. Agujas hipodérmicas calibre 25, biseladas, que rindan aproxima-
" damente 120 gotas por centimetro cibico cuando la jeringa y la
aguja sean sostenidas verticalmente.

Cristaleria

1. Prascos de 30 cc. (1 onza), cilindricos, con tapdn de vidrio o con
tapin de corcho cubierto con papel de estafio.

2. Lamina de vidric de 2 X 3" con 12 anillos de parafina de 14
- milimetros de didmetro aproximadamente.

3. Tubos de centrifuga 3 X 17 con el fondo redonde.

4. Jeringas de vidrio de 1 6 2 c.c. de capacidad.

Reactivos

1. Antigenos:

Una solucién de cardiolipina-lecitina conteniendo 0.2 por ciento de
cardiolipina ¥ aproximadamente 1.3 -por ciento delecitina purificada en
aleohol absoluto, estandarizada previamente frente a un antigeno similar’
de . reactividad conocida. Guardese en la obscuridad a temperatura am-
bients. | R .

2. Solucioén salina al 0.9%%:

Disuelva 9 grms. de cloruro de sodie de calidad reactiva en 1.000
c.c. de agua destilada.
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3, Agua destilada (pH aproximadamente 6.0):
Hierva y enfrie a temperatura ambiente antes de usar,

4. Solucién de colesterol al 1%:

Distelva un gramo de colesterol (Pfanstiehl- exento de ceniza) en
100 ¢c.c. de aleohol absoluto,

Preparacién de los Sueros

1. Sepate el suerc del codgulo por medio de centrifugacion y pipeteo
o decantacidn,

2. Caliente en bafio de Maria a 56° C. durante 30 minutos. Enfrie
hasta temperatura ambiente antes de usar. Los sueros que se conservan
hasta el dia sipuiente deberin ser nuevamente calentados durante 10 mi-
nutos. '

Preparacion de la Emulsion de Antigeno

1. Pipetée 0.8 c.c. de agua destilada (hervida y enfriada a tempera-
tura ambiente) en un frasco cilindrico de 30 c.c.

2. Sostenga el frasco con el fondo hacia la mesa y al mismo tiempo
que le imprime un movimiento de rotacién ripido vierta directa y rapi-
damente sobre el agua destilada 0.9 c.c. de colesterol al 1% con una pi-
peta de 1 cc,

3. Contintie la rotacidn durante 153 segundos.

4. Mida 0.1 c.c. de antigeno cardiolipina-lecitina con una pipeta de
0.1cc 602cc

5. Afiada el antigeno al frasco soplande el contenido de la pipeta.

6. Tape el frasco y sacidalo vigorosamente durante un minuto gol
peando ripidamente el fondo del frasco contra la palma de la mano.

7. Afiada 2.5 c.c. de solucidn salina al 0.9%.
8, Sacuda el frasco con fuerza moderadz durante i minuto.

9. Pase 3.0 c.c. de: antigeno emulsmnado aun tubo de cenmfuga de
fonde redondo de 3 3¢ 1*.

10. Cologue el tubo conteniendo la emulsién Je antigeno en el bano
de Maria a 56° C. durante 15 minutos,

11. Saque el tubo que contiene la emulsién, del bafio de Maria y

centrifugue 2. 1,800 r.p.m. durante 13 minutos en una centrifuga IEC
Ne 1,

. Coeen
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12. Saque el tubo de la centrifuga e inviértalo ripidamente para de-
sechar el liguido turhio sobrenadante.

13. Limpie las paredes del tubo con un pedazo de gasa o de algoddn
para quitar el exceso de liquide,

14. Afiada 3.0 c.c. de solucién salina al 0.9%,

15. Resuspenda el sedimento por medic de agitacion suave.

Reaccion Cualitativa con Suero

1. Pipetée 0.05 c.c. del suero calentado en un anillo de limina de
vidrio anillada con parafina.

2. Afiada una gota (aproximadamente 1/120 cc.) de la emulsién
de antigeno al suero.

3. Haga rotar durante ¢ minutos en un rotador tipo Boerner a 180
r.p.m.

4. Haga el examen microscdpico inmediatamente después de la ro-
tacion.

5. Informe el grado de floculacién observada, en la siguiente forma:

Lectura Informe
No hay gramos ... i, .-+« Negativo
Grumos muy pequelios .........covrriinriieian o -+
Grumos Pequefios ..........voiu i e 1+
Grumos de tamafio mediano ... ...l 24
Grumos medianamente grandes ............0.0 i, 14
Grmios grandes ... i i e e 44

Las reacciones —+, 14 ¥ 24 son anotadas como “débilmente positivas”; las
reacciones 3+ y 4+ son anotadas como “positivas'.

Reacciones Zonales

Las reacciones atipicas son caracterizadas por unos cuantos grumos
irregulares entremezclados con particulas no floculadas. Vuelva a ana-
lizar los sueros que den reacciones atipicas en la siguiente forma:

1. Pipetée 0.5 c.c. de solucién salina al 0.9% en cinco tubos (nume-
rados del 1 al 5},

2. Afiada 0.5 c.c. de suero calentado al tubo 1 v meszcle.
Pase 0.5 c.c. del tubo 1 al tubo 2 y mezcle.
Pase 0.5 c.c. del tubo 2 al tubo 3 y mezcle.
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Pase 0.5 c.c. del tubo 3 al tubo 4 y mezcle.
"Pase 0.5 c.c. del tubo 4 al tubo 5 y mezcle. *

3. Analice cada dilucién de suero en la misma forma descrita en
Prictica de la Reaccién Cualitativa (pagina 126).

4. Haga la lectura microscépica e informe ¢l anilisis que dié la reac-
cion mis fuerte obtenida en cualquiera de las 5 diluciones,

Reaccion Cuantitativa con Suero

1. Prepare diluciones Jel suero en serie (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, etc., en
la forma antes descrita para las “Reacciones Zonales™.

2. Analice cada dilucién de suero en la forma descrita bajo “Reac‘
cién Cualitativa con Suero™ (pagina 133).

3. Inférmese como punto cuantitativo final la dilucién mis alta que
haya dado una reaccién 4+. Estos resultados son reportados en “ditucio-
nes (2) en la forma que a continuacién se ilustra:

Ejempro:
: Diluciones del’ Suero " Informe

Suere no
diluide 2 14 13 1:16 1:32 1:64  Diluciones

4 4 4 4 2 1 —_ © 8

4 4 4 4 4 —_ —_ 16

4 _— —_— —_ e —_ —_ 1
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REACCIONES VDRL

REACCIONES DE FLOCULACION EN LAMINA
' VDRL (1, 2)

Equipo y Cristaleria
Equipo genéral

1. Rotador mecdnico. /£ -7 - ., Covour .
2. Anillador. R S S BT
3. Jeringa tipo Luer de 1 6 de 2 c.c.

4. Agujas hipodérmicas calibre 23, de bisel largo o calibre 22 con
~ bisel regular,

N =
Cristaleria

1. Laminas de 2 X 3” con anillos de parafina con diimetro interior
de 14 2 15 mm.

2. Frascos con tapén de vidrio o con tapén de rosca (recubierto con
papel de estafio o vinylite), redondos, de 30 c.c.

3. Jeringa tipo Luer de 1 0 de 2 c.c.

Preparacién del Antigeno

El antigeno para esta prueba es una solucién alcohdlica que contiene
0.03% de cardiolipina, 0.9% de colesterol y suficiente lecitina purificada—~,
para producir un reactivo estindar, Cada lote de antigeno debe ser estan-
darizado serolégicamente por comparacién adecuada con un antigeno de
reactividad conocida (1,2). - - o - L

Frae . A

B Aty HEE T ré‘

-4 : 1!“:

El antigeno es proporcionado en frascos de color café con fa'péﬁ'd‘:::‘ e
rosca {recublerto con limina de estafio o vinylite) y es guardado a la
temperatura ambiente. Los componentes de este antigeno quedan en so-
lucién a temperaturas normales de modo que cuando se nota cualquier
precipitado indica cambios debidos a factores tales como la evaporacion
o la adicién de materiales conducidos por las pipetas. Los antigenos que

contengan precipitados deben ser reghazados,
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Preparacién del Suero

El suero claro, obtenido por la centrifugacién de sangre total coagu-
lada es, calentado a 56° C. durante 30 minutos o de 60° a 62° C. durante
3 minutos antes de ser analizado. Todos los sueros son analizados al ser
sacados del bafio de Maria y aquellos que s¢ hallan con particulas de im-
purezas son nuevamente centrifugados. Los sueros que deban ser anali-
zados después de 4 horas de haber sido calentados, deberin ser nueva-
mente calentados a 56° C, durante 10 minutos,

Preparacién de la Solucién Salina

La solucidn salina amortiguada que contiene uno por ciento de clo-
rurc de sodio es preparada en la siguiente forma:

Formol neutro calidad reactivo ¢.¢. ..oovvvineiin e 0.3
Fosfato disédico {Na.HPOy -+ 12 H.0), grams. ............ 0,093
Fosfato monopotdsico (KH,PQ:)}, grms. .................... 0.170
Cloruro de sodio, A, C. 8, grms, ........ oo i 10.0
Agua destilada Gt .. o e i e s 1,000.0

Esta solucién da lecturas en el potencidmetro de pH 6.0 == 0.1 y es
guardada en frascos con tapdn de rosca o con tapdn de vidrio.

Una solucidn salina al 0.9 por ciento se prepara afiadiendo 900 mg.
de cloruro de sodio seco por 100 c.c. de agua destilada.

Preparacion de las Liminas de Vidrio

Las laminas nuevas se limpian con jabén Bon Ami, el cual se qui-
ta con un pano suave después de seco. A las liminas usadas previamente
se les quita la parafina, se lavan con jabén, enjuagindolas hasta que
queden libres de jabon y se tratan entonces como las liminas nuevas.

Las Iiminas de vidrio son manejadas por sus bordes mientras se les
lava para evitar impresiones dactilares grasosas sobre las superficies en
que se va 2 hacer el analisis, El suero se extiende dentro de los circulos
en liminas limpias. Cuando el sueto no se extienda es una indicacion de
que la limina no estd limpia y por lo tanto no debe ser usada.

Los anillos de parafina son hechos pasando parafina calentada a las
liminas por medio.de moldes de metal. ()

(1) Los anilladores de mano o automiticos de tipn eléctrico pueden ser conse-
guidos en A. H. Thomas and Ce., Philadelphia, Pa.
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Preparacién de la Emulsién de Antigeno

1. Pipetée 0.4 c.c. de solucidn salina amortiguada en el fondo de
un frasco redondo de 30 ¢.¢. con tapdn de vidrio o de rosca.

2. Afada 0.3 c.c. de antigeno {de la mitad Je una pipeta de 1 c.c.
graduado hasta la punta) directamente sobre la solucién salina mientras
se imprime un movimiento de rotacidn suave pero continuo de la botella
sobre una superficie plana,

Nota: El antigeno es aitadido gota a gota pero rdpidamente de modo
gue se permita la salida de 1/ c.c.de antigeno en 6 segundos. La
punta Je la pipeta deberd quedar en el tercio superior del fras-
co v la rotacién no deberd ser suficientemente fuerte para mo-
jar la pipeta con la solucmn salina.

3. Sople la ultnna gota de anttgeno de la pipeta sin que la pipeta
toque la solucion salima.

4. Continte la rotacidn de la botella durante 10 segundos mas,

5. Anada 4.1 cc, -de solycién salna amortiguada de una pipeta de
5 ce

6. Tape el frasco y agite vigorosamente durante 10 segundos apro-
ximadamente, '

7. La emulsién del antigeno estd lista para su uso y puede ser usa-
da durante un dia. Esta cantidad (5 c.¢.) es suficiente para 250 analisis
serolégicos aproximadamente.

Puede prepararse el doble de esta cantidad de emulsién de antigeno
de una vez, en un frasco de 30 c.c., usando cantidades dobles de antigeno
y de solucién salina. Una pipeta de 10 c.c. deberd ser usada en este caso
para medir un volumen de 8.2 c.c. de solucion salina. Si se necesitan
cantidades mayores de emulsidon de antigeno deberd ser preparada mis
de una mezcla. Estas partes alicuotas pueden ser reunidas para los analisis.

peoos

Cilculo de la Salida de Ia Emulsién de Antigeno por la Aguja

El nimero de particulas de antigeno por campo microscépico es de-
terminado por el tamafio de la gota de emulsidn de antigeno usado, Por
esta raz6n la aguja que se usa debe ser revisada cada dia.

La emulsién del antige:no es vertida con una aguja hipodérmica cali-
‘bre 22 bisel regular o con una de calibre’ 23 de bisel largo, insertada a
una jeringa de 1 6 2 c.c. La emulsion se deja en el frasco cuando no se
uga, De lc.c. de la emulsidon de antigeno deben ser obtenidas 60 gotas;

’

=
1
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esto puede ser logrado sosteniendo la jeringa de modo que el bisel de la
aguja quede hacia abajo y la superficie de goteo horizonral (figura 1).
A medida que el ingulo .en. que se sostiene la jeringa es aumentado la
superficie de goteo disminuye y por lo tanto el tamafo de la gota dismi-
nuye también. Cualquiera quc sea ¢l método que se use para afiadir el
antigeno, es de importancia capital que la cantidad apropiada (1/60 ¢cc.)
sea-usada en cada andlisis.

Con practica se podri anadir ripidamente la emulsién de antigena,
pero se tendra cuidado en ejercitarse para obtener gotas del mismo tama-
fio. Cuando se guarde el antigeno, antes de volverlo a usar, deberd mez-
clarse suavemente la emulsién de antigeno imprimiendo un movimiento
de rotacion al frasco y llenando y vaciando la jeringa.

superficie horizontal
de goleo

FIGURA 1

Anilisis Preliminar de la Emulsién de Antigeno

Cada preparacién de emulsién de antigeno debera ser primero exa-
minada analizando sueros conocidos positivos y negativos. Esto puede
ser logrado afiadiendo una gota de emulsidn de antigeno a 0.03 c.c. de
cada suero y completando el anilisis como se describe en “Reaccién Cua-
litativa con Suero™ (pigina 139). Estos anilisis deberin dar resubtados
tipicos positivo y negativos respectivamente y las dimensiones v el nt-
mero de particulas de antigeno por campo microscépicn en el suero ne-
gativo deberan ser Optimos.

Si las particulas de antigeno en el suero negativo parecen ser de
masiado grandes, la razén podra ser habitualmente hallada en la forma
de preparar la emulsién del antigeno Una emuls:ou de antigeno no sis
tisfactoria mo deberd ser usada
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Reaccion Cualitativa con Suero

1. Pipetée 0.05 c.c. de suero calentado, a un anillo de la limina de
vidrio, anillada con parafina.

2. Anada una gota (1/60 de c.c) de emulsidn de antigenc a ca-
da suero,

3, Haga la rotacidn de las liminas durante 4 minutos. (Si la rotacidn
es hecha a mano sobre una superficie plana, este movimiento deberi cir-
cunscribirse aproximadamantz a un circulo de 2* de didmetro y 120 veces
por minuto (2).

4. Las reacciones son leidas inmediatamente después de la rotacién.

Mota: Siempre se incluyen controles conocidos de suero positivo,
ligeramente positivo ¥ negativo.

Lectura e Informe de los Resultados de las Reacciones

Las reacciones son leidas microscépicamente con objetivo a seco débil
a 100 didmetros de aumento. Las particulas de antigeno aparecen con la
{orma de bastones cortos a este aumento. El agregado de estas particulas
en grumos grandes o pequefios es interpretado como grados de positividad.

Lectura Informe

No hay grumos o sélo hay ligera floculacién. Negative (N).
Pequefios EIUMOS ...cevuieieneniannrarnas Débilmente positivo {DP).
Grumos medianos y grandes ....... e Positive (P}.

Solo se debera usar los términos “Positivo”, “Débilmente
Positivo” y “Negativo” para informar fos
resultados de este anilisis.

Las reacciones zonales debidas a un zxceso del componente reactivo
del suero son reconocidas por grumos irregulares y pérdida de los bordes
caracteristicos de los grumos. La reaccidn positiva habitual es caracteri-
zada por la presencia de grumos pequefios y grandes de tamafio bastante
uniforme, La expericncia permitird la diferenciacion que debe hacerse
entre este tipe de reacciones y el aspecto zonal en el que los grumos gran-
des o pequefios puedan estar entremezclados con particulas libres del
antigeno,

(2) FEl rotader tipo Boerner vendido por A, H. Thomas and Co., Philadelphia,
Pa., ¢ instalado a 130 r. p. m., puede también ser usado para este andlisis,
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En esos casos o siempre que se sospeche una reaccién de tipo zonal,
el suero en cuestion deberd ser diluido al 1:5 ¥ 1:25 y nusvamente ana-
lizado. La reaccién maxima_producida por cualquiera de estas diluciones
si es mayor que la obtenida con suero no diluido es reportada en el re-
sultado del analisis. Las diluciones pueden ser preparadas colocande
0.4 c.c. de solucidén salina en cada uno de dos, tubos, afiadiendo 0.1 c.c.
de suero calentado al tubo 1, mezclande bien y pasando 0.1 c.c. al tubo 2.

Reaccion Cuantitativa con Suero

Las reacciones cuantitativas son practicadas en diluciones en serie,
de suero en solucion salina, de las cuales cada dilucién es tratada como
si fuera un suero individual y analizada en la forma descrita en “Reaccién
Cualitativa con Suero™ (pag. 139).

La solucién salina al 0.9 por ciento recientemente preparada es usada

para estas difuciones. Las diluciones del suero son preparadas poniendo

0.5 c.c. de solucidén salina en cadz uno de 6 & mds tubos. Al tube 1 se
le afade 0.5 c.c. de suero calentado, se mezcla bien y se pasan 0.5 c.c.
al tubo 2. Se continda esta operacién hasta que el 6% 6 el dltimo tubo con-
tenga 1 c.c. En esta forma se obtienen diluciones al 1:2, 1:4, 1:8 1:16, etc.
Cada dilucién de suero es analizada en la forma descrita en “Reaccidn
Cualitativa con Suero” (pigina 139)..

Lectura e Informe de la Reacciéon Cuantitativa

1. Las reacciones son leidas microscépicamente a 100 didmetros en
la forma descrita para el procedimiento cualitativo,

2. Los resyltados sor informados en términos de la mayor dilucién
de suero que produce una reaccién POSITIVA (NO LIGERAMENTE
POSITIVA), de acuerdo con el ejemplo siguiente:

Diluctones del suero Informe
12 - 14 1:8 1:14 1:32 164

P P r DPe. N N Pusitivo, dilucién 1:8 u 8

v dils (3).
P Dp. N N N N Positvo, dilucién 1:2 & 2
dits (3).
D.P. N N N N N Positive, (1) solo sin diluir
. o 1 dil .(3).

(*) La reaccion positva obtenida con suern no diluido.

Nota; Fn condiciones de alta temperatura v humedad baja, como se
ta: La co . p
presentan a veces Jurante los meses de verano en algunas
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areas, la emulsion de antigeno deberd ser guardada en el re-
frigerador. Para cvitar que la superficie se seque en estas con-
dciones, las pruebas deberin ser hechas y leidas tan rapida-
mente como sea posible.

REACCION DE FLOCULACION VDRL EN TUBOS (4)
Equipo General:

1. Agitador mecanico de Kahn (debe ser operado entre 275 y 283
oscilaciones por minuto).

2, Una lampata fluorescente o de tipo cuello de ganso para la lectura.

Antigeno

Antigéeno para prueba de floculacidn en limina VDRL (ver “Pre
paracion del Antigeno™ pigina 135},

Preparacién de las soluciones salinas

1, 8e prepara una solucidon salina amortiguada al 1.0 por ciento co-
mo para la prueba de floculacién en lamina VDRL (“véase Preparacion
de la Solucién Salina”, pigina 136),

E

2, La solucidn de cloruro de sodic no amortiguada al 1 por ciento
s preparada afiadiendo 1 grm. de clorure de sodio seco a cada 100 c.c. de
agua destifada.

Preparacion del suero

El suero claro obtenido por centrifugacién de sangre total coagulada,
es calentado a 56°C durante 30 minutos o de 60° a 62° durante 3 mi-
nutos antes de ser analizado. Todos los sueros son examinados al ser
sacados del bafio de Marfa v aquellos que tienen particulas de impurezas
son nuevamente centrifugados.

Los sueros que deban ser analizados mis de 4 horas después de haber
sido calentados deberin ser calentados nuevamente a 56°C durante 10
minutos.

Preparacién de la Emulsion de Antigeno
1. Prepare la emulsién de antigeno en la forma descrita para las
rezcciones de floculacién en limina VDRL (véase pag. 135).

2. Afiada 4 partes de solucidn de cloruro de sodio al 1 por ciento a
1 parte de la emulsién Jel analisis en 12mina VDRL, Mezcle bien y dé-
jelo en reposo durante 5 minutos o mis (no mas de 2 horas) antes de
usarlo. Esta solucidn serd mencionada como emulsion diluida de antigeno..
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Reaccién Cualitativa con Suero

L. Pipetée 0.5 c.c. de suero calentado en un tubo de ensayo de 12 X
75 mm. (didmetro exterior).

b

2, Afada 0.5 c.c. de emulsién de antigeno a cada suero.
3. Agite los tubés en un agitador de Kahn durante 5’ minutos.

4. Centrifugue todos los tubos durante 10 minutos a una fuerza-
equivalente a 2,000 r. p. m., en una centrifuga IEC N°® 1 6 1,700 r. p. m.,
en una centrifuga N 2.

5. Lleve los tubos al agitador de Kahan y agite exactamente durante 1
minuto.

Lectura e Informe de la Reaccién Cualitativa

1. Lea las reacciones tan pronto como el 2! periodo de agitacién -
haya terminado, sosteniendo los tubos cerca de Iz pantalla de una limpara
de lectura frente a un fondo negro y aproximadamante al nivel de los
0jos. Una limpara fluorescente de escritorio o una limpara tipo cuello

de ganso con un foco azul es una fuente de luz satisfactoria para la lec
tura, ' ‘

2, Anote los resultados en fa siguiente forma:

Pasitive \..0uas Agregados visibles en un medio claro o ligeramente turbjo.« !
Todas las reacciones que estin en los limites en los que el
observador tenga dudas en relacién con la fleculacién visible
deberin ser informadas como negativas.
Negativa . ...., No hay floculacién o agregacion visible de Ias particulas del
.antigeno. Aspecto ligeramente turbio o granuloso, aparicién
del moaré cuando se hace ag:tac:on suave. ) &

Nota: Los sueros turbios o hemolizados pueden originar que cuandn los ‘1na|151‘i
sean terminados la lectura sea demasiado turbia para la lectura macroscépica. El
liquide de estos tubos puede ser examinado microscépicamente. Los informes pust-
tivos pueden ser dados cuando sean descubiertas microscépicamente grandes masas
de particulas.de antigeno,” cuando el svero-analizade estd exento de particulas al
mismo anrmento microscdpico.

Las reacciones zonales debidas a un exceso de componente reactivo del sugro

" pueden aparecer como muy débiles ¥ en algunos casos negatives, Cuando se sos-
pecha upna reaccidn-<zonal debera hicerse otro andlisis usando Q:li-¢.c. de suero ca-
lentado y 0.4 cc. de solucién salina, en lugar de los 0.5 cc. de suero uriginal St
86 ‘bbtiene un resultade. positive con T:: canhdad m4d pequena de sﬁero, deberd

informarse como positivo, . .- o R o oy 1
. -Reaccién Cuantitativa con Suero S
1. Pipetée 0.5 c.c. de solucidn salina:al 0.9 por ciento recientemente:
preparada en cida.uno'dé 6 & mas tubos de ensaye (12 X 75 mm.). '
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2. Afada 0.5 c.c. de suero calentado al primer tubo y mezcle.
3. Page 0.5 c.c. del primer tubo al segundo y mezcle.

4. Continde pasando 0.5 c.c. de cada tubo al tubo siguiente y mez
clando hasta que se haya llegado al Ghtimo tube.

5. Deseche 0.5 c.c. del dltimo tubo.

6. Afada 0.5 cc. Jde emulsidn de antigeno diluida a cada tubo v
proceda en la forma descrita en “Reaccién Cualitativa con Suero™.
(Pig. 139).

Lectura e Informe de la Reaccién Cuantitativa

La mayor dilucién de suero gue produce una reaccion definitiva-
mente positiva es informada como el punto final de reactividad de acuer-
do con el siguiente ejemplo: '

Diluciones del snero Informe

1:2 14 18 1:16 1:32 1:64

P P P P N. N Positivo, dilucién 1:16 6 16 dils (3).
P P N N N N Positivo, dilucién 1:4 6 4 dils (3).
N N N N N N Potisivo®, sole sin diluir 6 1 dil (3).
P = Positive
N = Negativo

REACCION VDRL CON LIQUIDO CEFALO-
RRAQUIDEO (5)

Equipo General

1. Agitador mecinico de Kahn (debe ser operado de 273 a 183
oscilaciones por minuto).

Antigeno

1. Antigeno para la reaccion en limina VDRL (véa “Preparacién
del Antigeno™, pagina 133).

Preparacién de Soluciones Salinas

1. La solucién salina al 1.0 por ciento se prepara como para la reac-
cién de floculacién en lamina VDRL {véa pigina 135).

2. Solucidén de clorure de sodic al 10%.

(*} La reaccién positiva ohtenida con suero no diluide,
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a. Disuelva 10 gramos de cloruro de sodio seco (quimicamente
puro) en 100 c.c. de agua destilada.

- Preparacién del Liquido Cefalorraquideo

1. Centrifugue y decante cada liquido cefalorraquiden. Los liquidos
cefalorraguideos visiblemente contaminades o que contienen sangre no
resultan satisfactorios para la prueba.

2. Caliente el liquido cefalorraquideo a 56° C. durante 13 minutos.
Déjelo enfriar a la temperatura ambiente antes de analizarlo.

Preparacion de la Emulsion de Antigeno Sensibilizado

1. Prepare la emulsion de antigeno como se describe para la reac

cién de floculacién en limina VDRL (véa “Preparacién de Emulsidn de

Antigenc™, pagina 137).

2. Aflada un volumen de solucién de cloruro de sodio al 10% a un

volumen de la emulsidn de antigeno de la reaccién de emulsion en la-
minas VDRL, ‘

3. Mezcle bien y deje reposar por lo menos durante 15 minutas, pero
no mis de dos horas, antes de usarse.

Reaccion Cualitativa con Liquido Cefalorraquideo

1. Pipetée 1 c.c. de liquido cefalorraquideo calentado en un tubo de
ensayo de 13 X 100 mm, Incluya controles positivos y negativos del li-
quido cefalorraquideo para cada andlisis.

2. Afada 0.2 c.c. de emulsién de antigeno sensibilizada a cada liqui-
do cefalorraquideo, Vuelva a suspender l2 emulsién de antigeno sensi-
bilizada inmediatamente antes de usarla, invirtiendo el frasco varias veces.

3. Agite las gradillag con tubos en un agitador mecanico de Kahn
durante 15 minutos.

4. Ceﬁtrifugua todos los tubos durante 5 minutos a una fuerza equi-
valente a 1.800 r. p. m., en una centrifuga JEC N* 1 6 a 1.600 r. p. m,,
en una N°® 2, :

5. Lleve los tuhos nuevamente al agitador de Kahn y agite exac-
tamente durante 2 minutos, '

Lectura e Informe de Ia Reaccién Cualitativa

1. Léa las reacciones tan pronto como sea posible después del se-
gundo periodo de agitacién sosteniendo los tubos cerca de la pantalla de
una lampara de escritotic y con-un fondo negro,
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. Nota: Cada tubo debe ser sostenido inmévil o agitado ligeramente
' durante Ia lectura Debe evitarse la agitation excesiva.

2, Informe los resultados en la sxguxente forma

Positive. ......... Agregados deflmtx\r'lmente v:stbles suspendidos en un
medio acuose claro o turbio.
.- Negativo......... No hay agregado, dispersién completa de las particu-

Tas, agpecto turbio o ligeramente granuloso,

-+ . Reacciones Cuantitativas con Liquido Cefalorraquideo

1, Preparar las diluciones del Hquido cefalorraguideo en la siguien-

.te forma:

a. Plpetee 1 c.c. de solucion Je cloruro de sodio-al 0.9 por cien-
fo '¢n cada'uno de 5 & mis tubos.

b. Anada 1 cc. de liquido cefalorraquideo calentado al tubo 1,
mezcle bien y pase 1.0 c.c. al tubo 2,

€ Contimje mezclando y. pasando de un tubo al siguiente hasta
“que el liimo contenga 2.0 c.c. Deseche 1.0 c.c. del dltimo tube.
Las proporciones respectivas de las chlucxones son: 1:2, 1:4, 1.8,
1:16, 1:32, etc.

2. Anahce cada dilucién de liquido cefalorraquxdeo en la forma
desc 1ta en 'Ana_lllms Cua_htanvo del Liquido Cefalormquideo™.

Lectura e Informe del Anilisis Cuantitativo

1. Cada tubo es leido en Iz forma descrita en “Reaccion Cualitativa
del Liquido Cefalorraquideo™.

2. Informe los resultados del anilisis en términos de la dilucmn mas
alta del liquido cefalorraguideo que produce una reaccion positiva. El
término “dils” que expresa el mismo punto final de reactividad en la di-
lucidn, puede ser aplicado.

CURjERMPLe: LT T o CRR

Dilucidn del Liquide Céfalorragquideo “Informe
1:2 14 .18 1:6 - 1:32 - ’

P P P N N Positivo, dilucién 1:8 u 8 dils (3).
iRl P PP N Positivo; dilucibni1:16, 6 16 dils (3).0

N N N N N Positive', solo sin diluir, o 1 dil {3).

N = Reaccién Negativa,

P = Reaccién Positiva.

* Reaccién: posmva con llquldo ccfalorraquideo ne diluido en la reaccién cua-
- htatwa. o : :

P [
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DETERMINACION CUANTITATIVA DE PROTEINAS
EN EL LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO (6)

Equipo y Cristaleria
Equipo

1. Colorimetro foteeléctrico -equipado con un filtro azul de aproxi-
madamente 420 mm. de longitud de onda.

2. Celdillas para el colorimetro fotoeléctrico con capacidad para
3.0 cc
Cristaleria

1. Tubos de ensayo, 13 X 100 mm. (diimetro exterior).’

Reactivos
1. Solucién al 10% de icido tricloracético:

Disuelva 10 grms. de Acido tricloracétice {Q. P.)} en 100 c.c. de
agua destilada. Filtre en un frasce con tapdn de vidrio y guarde
a temperatura ambiente,

2, Suero estindar:
Seleccione suero exento de gran contaminacion bacteriana o he-

molisis v determine la concentracién de proteina total por ana-
lisis de Kjeldahl

Preparacién del Liquido Cefalorraquideo

Centrifugue ¢l liquido cefalorraquideo y decante, Los liquidos cefalo-
rraquideos que contienen gran contaminacién bacteriana o sangre no son
satisfactorios para su anilisis,

Practica del Analisis

1. Pipetée 2.5 c.c. de liquido cefalorraquides en un tubo de ensayo
de 13 % 100 mm.

2. Anada 2.5 c.c. de solucidén al 10% de icido tricloracético.

3. Invierta el tubo 2 veces para mezclar su contenide. Evite la for-
macién de espuma. : -

4. Deje reposar el tubo Jurante 10 minutos a 37° C. en el bafio.

de Maria.

Nota: Datos no publicados indican que la precipitacidn de la proteina
por la solucion de icido tricloracético es influenciada por va-

146



riantes de temperatura, por lo tanto, se recomienda el uso del
bafio de Maria a 37° C.

3. Vuelva a invertir ¢l tubo y vierta el liquido en la celdilla del co-
4 lorimetro fotoeléctrico.

6. Determine el porcentaje de transmisién luminosa para el liquido,
usando un testigo de agua a 100% Je transmision,

7. Convierta la transmisién del liquido a miligramos por ciento de
proteina total con referencia a la carta de calibracidn.

Nota: Los liquidos cefalorraquidess que contienen altas concentra-
ciones de proteina deberin ser diluidos con solucidn de clo-
ruro de sodio al 0.9 por ciento antes de ser analizado de modo
que se obtengan valores de trasmisidn luminosa mayores de
30 por ciento. Los valores obtenidos en la carta de calibra-
cién son éntonces multiplicados por el factor de dilucidn,

Preparacion de la Carta de Calibracién

I. Prepare soluciones de 10, 20, 30, 40, 50 y 60 miligramos por cien-
to de proteina de un suero estindar.

EjempLo: Si el contenide de proteina del suero (Kjeldahl) es de 7,325 miligra-
} mos per ciento para hallar el factor de dilucidn para 60 miligramos
por ciento estindar, divida 7,325: 60,
7,325
= 122, 4 sea el factor de dilucion.
60

Par lo tanto, una parte de suero es diluido con 121 partes de solucion
/ de cloruro de sodio al 0.9 por ciento para hacer una solucién estandar
a 60 miligramos per ciento.

2. Analice cada solucién estindar en la misma forma descrita para
et liquido cefalorraquideo.

3. Represcnte los valores de trasmisidon luminosa asi obtenidos en
¢ papel semilogaritmico.

4, Dibuje una linea que una a los puntos sobre la grifica.

5. También puede prepararse una carta de conversidén que muestre
el valor de proteina para cada lectura posible de transmision luminosa,
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APENDICE

-RECOLECCION Y PRESERVACION DE SANGRE
DE CARNERO

El método que a continuacin se expresa para recolectar y preservar
sangre de carnero ha sido usado en el Venereal Disease Research Labo-
ratory durante varios afios con resultados satisfactorios,

Equipo y Cristaleria

1. Matraz Erlenmeyer de 2 litros para el sangrado, ajustado con
un tapdn de hule N°® 10 con 2 perforaciones; filtro embudo {17
de didmetro v con vistago de 214”); tubos de hule y de vidrio
¥ aguja hipodérmica calibre 13 (figura 1).

2. Equipo consistente en tubos de hule, pinza, frasco-ampolla para
el llenado y tubo filtro de hule {figura 2).

Reactivo

1. Solucién de citrato de sodio al 3.8 por ciento:
Disuelva 3.8 grms. de citrato de sodio (ACS) para cada 100 c.c.
de apua destilada. 60 c.c. de esta solucién son necesarios para
cada 50 c.c. de sangre de carnero, recolectada.

Ajuste del frasco de sangrado

1. Marque con un apiz graso en el Erlenmeyer de 2 litros una sefial
en los 880 c.c. de volumen, Esto servird para la coleccion de 400 c.c. de
sangre en 480 c.c. de solucidn citratada. Pueden ser calculadas propor-
ciones mas pequenas.

2. Vierta 480 cc. de solucidn de citrato de sodio al 3.8 por ciento
dentro del frasco.

3. Corte un pequefio pedazo de tela de alambre y coléquele en el
embudo, Sujete un pedazo de gasa sobre la boca del embudo como se
muestra en la figura la.

4. Ajuste el matrax de sangrado en la forma mostrada en la figura 1,
insertando el tapén del aparato de sangrado en el frasco y sujetindolo con
cuerdas,

5, Estenhce toda la unidad a 15 hbras de presion durante 20 minutos.
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Recoleccion de la Sangre
1. Inmovilice al catnero en posicion de pie.

2. Levante la cabeza del carnero hasta que su nariz v el centro del
cuello formen una linea recta.

3. Voltee la cabeza del carnero ligeramente v corte la lana en el
drea de la puncidn.

4. Aplique presion digital sobre el hueso del cuello para causair
la dilatacién de la vena yugular externa,

FIGURA 19

marea para
le recoleccron
oe sangre

'.‘.‘ . aparq{o de
G SUCCIon

FRASCO DE SANGRADD

solucion
FIGURA ¢ preservaliva

5. Esterilice el drea directamente colocada sobre la vena, con solu-
cién débil de yodo o con alcohol al 70 por ciento.

6. Aplique la presidn digital inmediatamente abajo del punto en el
que se va a hacer la puncién e inserte la aguja estéril en la piel y des-
pués en la vena.
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7. Mueva el frasco continuamente durante [a recoleccidn de sangre
¥ después, durante 5 minutos para evitar la coagulacion.

8. Deje enfriar la sangre a la temperatura ambiente.

9. Vuelva a colocar el aparato de vidrio para la succion con el fras-
co-ampolla previamente esterilizado en la forma que se muestrz en la fi-
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gura 2. Reemplace la aguja hipodérmica con un pedazo de tubo de vi-
drio estéril Hlenado con algoddn estéril sin apretar el algoddn (tebo filtro
de aire, figura 2).

10, Invierta v suspenda el frasco en la forma mostrada en la fic
gura 2.

11. Vierta asépticamente la sangre en botellas estériles con tapén de
hule ¥ guirdelas en el refrigerador,

12. Saque [z mercla de sungre de esos frascos con una jeringa y con
una aguja estériles a medida que se requiera.

Nota: La sangre de carnero de buena calidad recolectada y guardada
en la forma descrita es satisfactoria para su uso por un periodo
- de mis de } meses.
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PREPARACION DE LA HEMOLISINA (GLOBULOS
ROJOS DE CARNERO)

El siguiente método para la produccidén de hemolisina de globulos
rojos de carnero en los conejos ha sido usado con éxito durante varios
afios en e Venereal Disease Laboratory:

1. Elija conejos grandes vy sanos. El color del pelaje no es impor
tante, pero las venas son localizadas mis facilmente en los albinos.

2. Prepare suspensiones de gldbulos de carnero lavando los globulos
rojos del carnero cen 8 a 10 volimenes de solucion salina al 0.9 por cien-
to, 2 a 3 veces y resuspendiendo los globulos hasta la concentracién de-
seada en solucién salina al 0.9 por ciento.

3. Inocule a cada concjo, con b suspensidn de globulos de carnerc
lavados, por la vena marginal de la oreja 6 veces de acuerdo con el si-
guiente esquema. Las inyecciones son practicadas con intervalos de 3 a
4 dias, generalmente los lunes y viernes de cada semana.
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Inyeccién L ...... 2 ¢ de suspension de cétulas al 10%

inyeccidn 2 _..... 4 ¢ de suspension de células al 15%
Inyeccién 3 ...... 5 ¢, de suspensidon de células al 10%
Inyeccion 4 ...... § . de suspension de células al 10%
Tnyeccion § ...... 5 cc. de suspension de céfulas al 20%
Tonyeccion 6 ...... 5 ¢c. de suspension de células al 207

Nota: Cadz conejo es inoculado subcutineamente con 0.5 cc. de
suspensién de glébulos de carnero para ser usada ese dia, 13
a 30 minutos antes de que la inyeccidn intravenosa sea prac-
ticada.

La suspensién de globulos para la inyeccidn intravenosa es calentada
a la temperatura ambiente o a la temperatura del cuerpo e inyectada len-
tamente con una aguja calibre 25.

4. Las pruebas de sangrado son hechas 7 a 9 dias después de la 0l
tima inyeccién, perforando la vena marginal de la oreja con un estilete
y recolectando en un pequefio tubo aproximadamente un c.c. de sangre.

5. El suero es scparado de las sangres para la prueba por centrifu-
gacidn después de que la coagulacién haya terminado.

6. Cada suero de conejo es titulado en busca de su contenido en
hemolisina por el método descrito en la técnica de fijacion de comple-
mento de Kolmer {pigina 100). '

7. Desangre a los conejos que tengan una unidad de titulacién he-
molisina, a la dilucidn de 1:5,000 0 mayor:

8. Separe los sueros de las sangres coaguladas, retnalos y méizclelos
y.presérvelos. por medio de la adicidén de un volumen igual de glicerina.

USO DEL MERTIOLATO COMO PRESERVATIVO

Los especimeces suero o de liquido cefalorraquideo muy contamina-
dos no son satisfactorios para los andlisis serologicos para investigar sifilis.
Los efectos de la contaminacién bacteriana casual de los liquidos orgini-
cos sobre los resultados serolégicos no son previsibles.

" Aun cuando el hquldo cefalorraquldeo es obtenido usualmente con
un cuidado razonable, por lo que se refiere a esterilidad, muchos liguidos
remitidos por correo a los laboratorios centrales, especialmente durante
los meses calurosos del afio, muestran evidencias de gran contaminacion
bacteriana a su llegada. La eliminacién de bactetias en los liquidos cefalo
rraquldeos contaminados por medio de centrifugacién o de filtracién, sélo
es parcialmente efectiva, ya que algunos Je los productos del metabolis-
mo bacteriano son solubles y los cambios en los componentes del liquide
cefalorraquideo original no pueden ser corregidos o compensados.
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El uso de mertiolato como agente bacteriostatico para la preserva-
cion del liquide cefalorraquideo ha sido reportade {1). Este compuesto
(etil-mercuritiosalicilate de sodio ') inhibe el crecimiento bacteriane sin
intervenir en el mecanismo de los andlisis seroldgicos usuales para inves
tigar sifilis, ya sea a través de la accidn quimica o de la introduccién de
un factor diluyente,

La serie de tubos conteniendo mertiolato puede ser preparada en la
siguiente forma: '

1. Prepare la cantidad neccsaria de solucién de mertiolato el dia en
que vaya a ser usada, por adicién de 1 grm. de polvo de mertiolato para
100 cc. de agua destilada. No use las tinturas o soluciones comercial-
mente preparadas.

. 2. Pipetée 1 c.c. de solucién acuosa de mertiolato al 1 por ciento
en el fo/ndo de tubos de 13 % 100 mm.

3. Cologque los tubos en un desecador al vacio sobre cloruro de cal-
cio a temperatura ambiente y protegidos de la luz. La deshidratacion ter-
mina habitualmente en 24 horas si se obtiene un vacio adecuado.

4. Prepare corchos parafinados sumergiendo los corchos en parafina

caliente, pero no humeante, Jurante 1 minuto y quite el exceso de los

corchos, rodindpl(}s sobre una tela mientras estan calientes,

5. Saque los tubos del desecador y tapelos herméticamente con los

corchos parafinados.

6. Guarde los tubos en la obscuridad y podrin ser usados durante

Varios meses.

La concentracidon de mertiolato obtenido cuando se anaden de 2 a
& c.c. de liquido cefalorraquideo a estos tubos es suficiente para inhibir

el crecimiento bacteriano durante el transporte,

Los tubos mis pequefios (12 X 75 mm.) preparados en esta forma
y que contignen un miligramo de mertiolato son adecuados para el envio

de 2 c.c. a 4 c.c de suero,
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‘INFORME DE LOS RESULTADOS SEROLOGICOS
CUANTITATIVOS '

Los métodos para informar los resultados de los analisis cuantitati-
vos han sido escogidos por los serdlogos autores de cada andlisis. La ter-
minologia usada para informar estos resultados no es similar para todos
los métodos; por esta razén un método sencillo de informes que pueda
ser aplicado a todos los analisis cuantitatives de floculacién y fijacidon del
complemento, utilizando diluciones de suerc de liquide cefalorraquideo
es presentado (1).

El informe cuantitativo no es similar para los distintos y maltiples
anilisis pas investigar sifilis, aun en aquellos casos en-donde se use un
término comin como es el de “unidades”. Las unidades de un procedi-
miento de anilisis pueden no tener una relacién constante con las unida-
des de otro, por este miotivo log hallazgos idénticos en 2 & mas anélisis
pueden resultar, en informes de valores numeéricos, diferentes. Esto puede
ser visto comparando los distintos informes. que pueden proceder del re-
sultado de un solo anilisis cuantitative cuanao se aplican distintos méto-
dos de informe.

Para ilustrar este punto se usari una situacién hipotética en la cual
un espécimen dé reacciones positivas en diluciones al 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16
y reacciones dudosas a la dilucién 1:32 y a mayores diluciones, los resul-
tados son negativos en cada uno de cuatro métodos de anilisis, Si se usan
fas téenicas de Kahn, Kolmer, Eagle y Kline, los resultados seran en las
proporciones de 64, 64, 24 y 16, respectivamente,

Las diferencias en los titulos informados en estos casos son atribuibles
a los métodos diferentes de calculo e interpretacion, aplicados a los re-
sultados observados. Es mis deseable que las variaciones de titulos en los
analisis cuantitativos serolégicos para investigar sifilis reflejen los cam-
bios en la reactividad del espécimen, ya que estos anilisis son practicados
con el Unico propésito de cuantificar el componente reactivo de los sue-
ros o de los liquidos cefalorraquideos. Cualquier método de informe fa-
cilmente comprensible, aplicable a todas las técnicas de andlisis de este
tipo servirfd para el Gtil propdsito de disminuir la confusién que en oca- -
siones se origina, para la aplicacién clinica de estos resultados Je tabora-
toro. C ’ :

Una presentacién sencilla en términos numéricos de la mayor dilu-
cién en que la muestra analizada produjo una reaccién positiva en el ani-
lisis designado, se presenta come el tipo mas légico de informe seroldgico
cuantitativo, Esta forma de informar, ahora prescrita por algunos técnicos,
es aplicable’ a otros procedimientos de dilucion. Sin embargo, es nece-
sario que el valor de estos informes sea acompafiado- per alguna palabra
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v frase explicativa Je modo que pueda ser diferenciada del término sera-
logico variable de “unidades™.

Se sugiere, por lo tanto, que las reacciones seroldgicas cuantitativas
scan informadas en términos de la mayor dilucién, en la cual la muestra
analizada produce una reaccion positiva y que el término “dils”, que es
una contraccion de la palabra “diluciones™, sea usado para identificar este
punto final de dilucién reactiva. Con este propdsito el punto final de
reactividad seria el de los resultados descritos como “positivos™ por lu
técnica usada. Por estos medios las reacciones de intensidad idéntica re-
cibirian el mismo informe en términos de “'dils™ alin cuando se empleen
distintos métodos de analisis.

Una anotacion de 16 dils”, anexado al informe de un andlisis serolé-
gico cuantitativo para investigar sifilis, indicaria que la muestra anali-
zada produjo reacciones positivas en diluciones hasta 1:16 incluida, pero
no mayor que ésta. Una muestra que reaccione positivamente s6lo en
forma no diluida seria informado como reactor a **1 dil”. En la siguiente
Tabla se presenta una comparacién estre éste y otros métodos de in-
formar,

Muestea 1 Muestra 2
vestra . uw . .
R bn: Posit en dilucién de 1
Reaccidn: Positiva en dilucién de 1:2, c;:l 15 lo_'ll‘w; l:iZ'l:udm :n d:?:
14, 1:8 y 1:16; dudosa en d.lluc:lbn de lucibn de 1:64, negativa en mayor
- 1:32; negativa = mayores diluciones. ditucié
Informes - Taformes
Reactiones ' Método |Reacciones Meétodo
Miétodo téenien Recomen Método téenica Recomen-
dado dado
Dils . Dsls
Kabn. ..., 64 unidades ... 16 Kabn..... 128 uynidades .., 12 -
Kolmer.... | 64 unidades .... 16 Kolmer....| 128 unidades ... 12
Eagle. .. .. Titulo de reagi- Eagle.....] Titulo de reagi-
na 24, o dilucién na 48, o dilucién
.| positivaat:24 .. 16 pogitiva a 1:48 .. 32
Kline......| 16 unidades .... 16 Kline.....] 32 unidades ... 52
Maxzini... | Dilucién pusitiva Muzszini..| Dilucién positive]
P8 1 T S 16 | sz 12

-+ - El método aqui recomendado para informar los resultados de los ani-
lisis serolégicos cuantitativos para investigar sifilis es sencillo, ya que el
valor numérico indica la mayor dilucién a la cual se halld que la muestra
producia una reaccién positiva y porque el término “dils” indicara al mé-
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dico que reciba el informe seroldgico, que sélo fué considerado el factor
dilucidtn.

Sin embargo, pueden presentarse varios argumentos contra el uso
de este método de informe; uno de estos puede ser el de que un punto
final o de estimacién de la reactividad mis fino seria deseable ¥ que po-
dria ser logrado usando factores interpolantes entre las reacciones posi-
tiva y dudosa. Otro es ¢l de que cada zona de dilucién representa 4 va-
lores de lectura, es decir, 14, 24, 3+ y 44, de modo que ¢l nimero
informado deberia ser 4 veces el punto final de dilucién.

La precision de las “reacciones de exactitud”, como es empleado, en
el anilisis de especimenes diluidos en serie, es limitada. Para informar
los resultados obtenidos en esta forma en una serie de divisiones muy
pequenas sdlo aumenta la falta absoluta de reproductibilidad inherente
a Jos procedimientos de andlisis serolégicos. El multiplicar el factor de
dilucién por 4 también puede llevar a la falsa impresidn de niveles rela-
tivos de reactividad de la muestra. Cuando este método es usado sola-
mente para uno de dos anilisis las “unidades™ informadas son 4 veces ma-
yores para uno de ellos, aun cuando ambos procedimicntos de andlisis
sean de igual sensibilidad,

Ya que los puntos finales de reactividad de dilucidn de sucro son
cominmente usados para informar los resultados de los analisis de agluti-
nacién y precipitina para la fiebre tifoidea, paratifoidea, tifo v otras en-
fermedades, muchas personas estin familiarizadas con el significado de
este tipo de informe de laboratorio. Un método estandarizado de informe
cuantitativo, de los analisis seroldgicos para investigar sifilis que siga el
mismo patrén serd rapidamente comprendido v aceptado. .
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