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INTRODUCCION

Los glébulos rojos de la sangre de los animales, cuando se
ponen en contacto con varias substancias, liberan su hemoglo-
bina y el estroma se disuelve. Este fenédmeno se llama "hemélisis”
y la substancia que lo provoca se dice que es “hemolitica”, para
los glébulos que es capaz de disolver. El suero fresco de muchos
animales de distintas especies es hemolitico para los glébulos ro-
jos de algunas especies de animales, pero no todas.

La accién hemolitica del suero resulta de la funcién coordina-
da de dos factores distintos: primero el “"amboceptor” (''sensibi-
lizador” de Bordet o "fijador” de Matchinkoff), y segqundo el “com-
plemento” (“alexina''de Bordet o ‘'citasa” de Metchinkoff’; este
ultimo se encuentra siempre en el suero fresco, en cambio el
primero no siempre estd presente.

Si se agregan gldébulos rojos a un suero que contiene sola-
mente amboceptor, estos lo absorben y lo retienen tan fuertemen-
te que ni con frecuentes lavados con suero fisiolégico se logra des-
prenderlo. Los eritrocitos cargados con amboceptor, se dice que
estdn “sensibilizados”. Si se agrega complemento a eritrocitos de
esta manera sensibilizados, estos se disuelven répidamente.

Los eritrocitos son incapaces de absorber el complemento de
un suero si no existe amboceptor. La funcién del amboceptor es,
pues, la de preparar o sensibilizar los eritrocitos para el ataque
del complemento; y la funcién del complemento es la de disolver
el eritrocito sensibilizado.

Estos dos elementos indispensables para que se efectie el
fenédmeno de la hemodlisis: complemento y amboceptor, no sola-
mente se diferencian en su funcién biolégica, sino también en su
resistencia a la destruccién, espontanea o por efecto del calor u
otros factores fisicos o quimicos. La exposicién durante 30 minutos
a una temperatura de 55°-56° destruye totalmente la accién del
complemento. El amboceptor es mds estable, por lo general es
activo en sueros que se han conservado durante md&s de un
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ano y no es destruido por la accién de temperaturas de 55°-56°.

El proceso de destruccién del complemento de un suero por
la calefaccién a 55°-56°, se llama “inactivacién”. El proceso de
devolver a un suero su poder hemolitico por la adicién de suero
fresco, se llama “reactivacién”. Suero fresco empleado para tal
objeto, siendo inactivo por si solo, funciona en virtud de su con-
tenido de complemento, llamé&ndosele en términos generales ‘‘com-
plemento” y agregando el nombre del animal de donde proviene.

El complemento siempre es capaz de reactivar el suero de la
especie de donde se deriva, pero no todos los complementos son
capaces de reactivar sueros inactivos de otras especies; esto es,
el complemento de determinada especie animal no es idéntico en
su accién al de otra especie,

El intercambio de complementos, o sea la substitucién de uno
por el de ofra especie animal, es posible solamente en muy con-
tados casos. El complemento del Cuy se distingue por su propie-
dad extraordinaria para substituir el complemento de otras es-
pecies; por eso es el mds empleado en las reacciones de esta
indole.

El amboceptor de una especie siempre actiia con el comple-
mento de la misma especie, y sblo en raras ocasiones, con el
complemento de otras especies.

En su relacién con los eritrocitos, el amboceptor es especifico,

esto es, el amboceptor que es capaz, por ejemplo, de sensibilizar
glébulos de carnero, no puede sensibilizar glébulos de conejo, de

perro o de cualquier otro animal. Los amboceptores se nombran
con el prefijo "anti” y el nombre de la especie sobre cuyos erito-
citos es capaz de actuar. Por ejemplo: Amboceptor "Anti-carnero”,
para indicar un amboceptor suceptible a sensibilizar los eritrocitos
de carnero.

El suero de una especie animal puede hacerse amboceptor
para los eritrocitos de otra especie, por la inyeccién repetida de
suspensiones de eritrocitos de la especie deseada, creando en
dicho suero el amboceptor especifico. A esta operacién se le llama
inmunizacién. . -

Un fendmeno similar se observa cuando en vez de eritrocitos
se inyectan suspensiones de bacterias muertas. Se provoca en el
suero un amboceptor especifico para la bacteria inyectada. Cuan-
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do suspensiones de esta bacteria se ponen en contacto con este
amboceptor, se disuelven al agregar complemento. A este fené-
meno se le llama "bacteriolisis” y al amboceptor, “amboceptor
bacteriolitico”.

Se sabe que cuando se inyecta en un organismo animal subs-
tancias protéicas, se provoca una reaccién similar, dando lugar
a la formacién de substancias especificamente inmunes que se
llaman “precipitinas’’.

Cuando un suero conteniendo precipitinas se pone en con-
tacto con una solucién de proteinas de la mismas clase que la
empleada para inmunizar al animal, se forma un precipitado; pe-
ro si este mismo suero se mezcla con solucién de cualquier otra
proteina no formard ningun precipitado.

Las substancias: eritrocitos, bacterias o proteinas que se em-
plean para producir productos de reaccién especifica, se llaman
“antigenos’. Los productos de reaccién de cualquier clase produ-
cidos por el animal, se llaman “anticuerpos” o “reactinas”.

La caracteristica mds notable de los anticuerpos es su
especificidad para los correspondientes antigenos, asi: el antige-
no "A" es capaz de dar lugar a la formacién de anticuerpos "A"
y los anticuerpos "A", fuera del organismo’ solamente reaccionan
con antigeno "A".

Tomando esto en consideracién, es evidente que si tenemos
un anticuerpo desconocido, podemos identificarlo poniendolo en
contacto, en condiciones favorables, con una serie de antigenos
observando con cual de ellos reacciona. De la misma manera, si
tenemos un anticuerpo conocido podemos identificar un ontigeno
desconocido.

Ya hemos visto que los eritrocitos (antigeno), cuando se
ponen en contacto con el amboceptor (anticuerpo), se alteran de
tal manera que son suceptibles de tomar complemento y disol-
verse; también las bacterias (antigeno), cuando se ponen en con.
tacto con amboceptor (anticuerpo), sufren cambios que las hacen
suceptibles a ser disueltas por el complemento.

En el caso de las proteinas, cuando un antigeno se pone en
contacto con su precipitina especifica (anticuerpo), no solamen-
te forma un precipitado visible, sino que es capaz de absorber o
fijar el complemento. Por ejemplo: si a una mezcla de antigeno
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Y su precipitina se le agrega somplemento durante el periodo de
reacciéon y se busca subsecuentemente su presencia por la adi-
cién de eritrocitos y su amboceptor hemolitico especifico, se en-
contrard que el complemento ha desaparecido; esto es, no habr&
hemélisis, a ese fenémeno de la desaparicién del complemento en
la mezcla de antigeno y anticuerpo, se le llama "fijacién del com-
plemento”, o también “desviacién del complemento”, debido a
que el complemento se desviado por la combinacién del antigenc
y el anticuerpo eviténdole de tomar parte en el porceso hemo-
litico.

Este fenémeno, explicade por las investigaciones de Bordet
y Gengou (1898), es conocido por el fenémeno Bordet-Gengou de
lijacién del complemento. El mecanismo de este fenémeno es ex-
plicado gr4ficamente por el esquema siguiente:
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El descubrimiento del fenémeno de la fijacién del complemento
por Bordet condujo al descubrimiento de que no era necesario el
empleo de bacterias para llevar a cabo la prueba, que esta po-
dria hacerse con igual exactitud empleando extractos acuocsos de
las mismas como antigeno. Esto condujo a Wassermann y Bruck
a usar la tuberculina como antigeno en la fijacién del complemen.-
to en la tuberculosis; y fué entonces cuando concibié la idea de
aplicarla al diagnéstico de la sifilis. En esa época Schaudin ha-
bia descubierto que el agente etiolégico de la sifilis era el Tre-
ponema pellidum, el que se encontraba en grandes cantidades en
los tejidos de distintos érganos y fué de estos érganos de donde
Wassermann obtuvo sus extractos para emplearlos como antige-
nos, pues el treponema no era cultivable en medios artificiales.

Los primeros elementos empleados por Wassermann, traba-
jando con Neisser y Bruck en su reacciéon para la sifilis, fué un
extracto acuoso de dérganos sifiliticos (higado), como antigeno y
sueros sanguineos de monos sifiliticos como amboceptor y como
lo esperaba, obtuvo resultados satisfactorios.

Wassermann consideraba su reaccién de fijacién del comple-
mento de la sifilis como una verdadera reaccién antigeno-anti-
cuerpo, la fijacién se debia a anticuerpos o amboceptores es-
pecificos presentes en la sangre y debidos al treponema agente
etiolégico de la enfermedad.

Esta concepcién de la reaccién fué aceptada hasta 1907 en
que varios investigadores demostraron que la fijacién del com-
plemento ocurria no solamente cuando se usaba como antigeno
el extracto de érgancs sifiliticos, sino también cuando se em-
pleaban extractos de otros érganocs y aun ciertos reactivos qui-
micos.

En 1907, Weygandt obtuvo reacciones positivas en casos
. de tabes usando antigenos obtenidos de extractos de bazo nor-
mal; al mismo tiempo Marie y Levaditi, lograron reacciones po-
sitivas empleando extracto acucso de higado normal en casos de
paresis.

Més tarde, Plaut, Landsteiner y otros, obtuvieron resulta-
dos satisfactorios empleando extractos acuosos de distintos érga-
nos tanto humanos como animales.

Posteriormente, Poltz, Muller y Landsteiner, demostraron que
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con extractes alcohélicos de corazén de cuy se obtenian buenos
resultados en la fijacién del complemento en la sifilis. Esta ob-
servacién pronto fué confirmada por otros investigadores y se
obtuvo la certeza de que los extractos alcohdlicos de érganos
tanto de humanos como de animales, eran tan ricos en substan-
cias fijadoras del complemento como los érganos que contenian
el Treponema pallidum.

Noguchi agregé mucho al conocimiento de la materia al de-
mostrar que las substancias que fijaban el complemento en la reac-
cién de Wassermann eran insolubles en acetona, indicando de
esta manera, que consistian esencialmente de lipoides, y un and-
lisis posterior demostiré que tales antigenos contenian leciting,
colesterol y oleato de sodio.

Browning y Cruickschank descubrieron que agregando cier-
tas cantidades de colesterol a estos antigenos se cqumentaba gran-
demente su poder antigénico. Esto fué pronto comprobado por
otros investigadores, principalmente Walker y Swift. Actualmente,
estos antigenos son los generalmente empleados y son perfecta-
mente seguros y mds valiosos cuando se controlan debidamente.

El descubrimiento de que los antigenos usados por Wasser-
mann, de érganos sifiliticos, podian ser substituidos por extractos
alcohélicos de érganos normales y que ciertos compuestos quimi-
cos como el colesterol, aumentaban su poder antigénico en el
diagndstico de la enfermedad, demostraron, fuera de duda, que la
reaccién de fijacién del complemento de Wassermann, para el
diagnéstico de la sifilis, no es una reaccién antigeno-anticuerpo
especifica y que no puede considerarse como "ESPECIFICA", des-
de el punto de vista de la interpretacién que la inmunulogia da
al término. Aun cuando esto es verdad, la aplicacién préctica de
la prueba a cientos de miles casos de sifilis ha probado que, con
excepcién de algunos casocs fdcilmente reconocibles, la reaccién
ES ESPECIFICA PARA LA SIFILIS y que, clinicamente, probable-
mente es mds valiosa que si se tratara de un verdadero fenémeno
Bordet-Gengou, a juzgar por los resultados obtenidos en la fi-
jacién del complemento en otras enfermedades que si presentan
verdaderas reacciones antigeno-anticuerpo.
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NATURALEZA DE LA REACCION DE WASSERMANN

La naturaleza exacta de la reaccién de Wassermann, a pesar
de la enorme cantidad de trabajos que hasta la fecha se han
practicado, aun es desconocida. El hecho de que extractos de
tejidos que no contienen el Treponema pallidum sirven tan bien
y ain mejor que los antigenos preparados de cultivos del gér-
men, prueba que la reaccién, en si, no es una reaccién antigeno-
anticuerpo. Los experimentos de Noguchi demostrando que los
principios antigénicos activos en los extractos de tejidos eran
lipoides y sus conclusiones de que la reaccién dependia de subs-
tancias lipotrépicas encontradas en el suero de los enfermos, pu-
sieron de manifiesto que la causa de la reaccién estd intimamente
ligada con la quimica de los lipoides. Esto es, lo que hasta la
fecha, podemos considerar que sabemos respecto a la exacta na-
turaleza del fenémeno; a pesar de las inumerables e interesentes
teorias expuestas.

Ninguna de las diferentes teorias expuestas hasta la fecha
han sido aceptadas como la verdadera explicacién del proceso de
la fijacién del complemento en la sifilis. Lo mds que se puede
decir respecto de la reaccidén es que es debida a la interaccién
de substancias lipotrépicas que se encuentran presentes en el sue-
ro de enfermos de sifilis y los lipoides de los extractos antigénicos.

Una mezcla de extracto lipdidico y suero de un enfermo sifili-
tico es capaz de absorber una gran cantidad de complemento,
de esto se deduce que la substancia o substancias encontradas
en dicho suero deben ser de naturaleza lipotrépica.

La presencia de substancias lipotrépicas es mdés constante
en la sangre de los sifiliticos que en los de ninguna otra enfer-
medad. Las investigaciones han demostrado que estas substan-
cias lipotrépicas son debidas a cambios aun no conocidos, en los
tejidos o sueros sanguineos, provecados por la inversién de los
tejidos por el Treponema pallidum y que la reaccién desaparece
con la cura de la infeccién; por lo tanto, su positividad es una
prueba de la existencia de la sifilis, aun cuando no se observen
signos clinicos en el paciente.
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FACTORES QUE ALTERAN EL RESULTADO DE LA PRUE-
BA.—La reaccién de Wasseramnn es de naturaleza cuantitativa vy,
a menos que todos los reactivos sean cuidadosamente titulados y
exactamente medidos, se observardn resultados erréneos. La can-
tidad de suero a emplear, su inactivacién apropiada, la can-
tidad de complemento y su origen, el amboceptor y antigeno usa.
dos, son factores inportantisimos que deben tomarse en cuenta
como causas suceptibles de alterar los resultados de una reac-
cién. Otros factores, también importantes, que hay que tomar en
consideracién, son: la técnica seguida y la escrupulosa limpieza
de los aparatos usados. Aparte de estos, que son fécilmente con-
trolables por el operador, deben tomarse en consideracion, como
los mds importantes, los siguientes:

INGESTION DE ALCOHOL.—En 1911, Nichols y Craig, del
Cuerpo de Sanidad Militar de los Estados Unidos, llamaron la
atencién sobre los efectos de la ingestién de distintas cantidades
de alcohol en los resultados de la reaccién de Wasserann. Com-
probaron que la ingestién de cerveza o wiskey puede convertir
una reaccién fuertemente positiva en negativa, si esta se practica
dentro de las 24 horas siguientes a la ingestién y que, en algunos
casos, la sangre suele continuar negativa tres o cuarto dias mds,
aun cuando por lo general, esta recupera su positividad a las
24 horas.

Por lo anterior se verd que una reaccion negativa, es una
sangre obtenida después de que el paciente ha 1ngendo alcohol,
carece de valor.

INFLUENCIA DE CIERTAS BACTERIAS. ien
conocido que los sueros, cuando se dejan envejecer durante un
tiempo mds o menos largo, son capaces de desarrollar ciertas subs-
tancias anticomplementcrias que provocan la inhibicién de la he-
mélisis ‘en los tubos que contiene el antigeno y los de control.
La mayoria de estos cuerpos son destruidos por el calentamiento
del suero a 55°-56° durante 30 minutos; pero, en algunos casocs,
el hecho persiste a pesar del calentamiento, y-en estos sueros es
imposible la lectura del resultado debido a que la hemdlisis es
inhibida, tanto en los tubos con cmtxgeno como en los tubos de
control.

De estas observacicnes, es evidenite’ que estos cuerpos dnti-
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complementarios son de dos clases: uno termolébil y otro termo-
estable y que el calentamiento solamente destruye el termoldbil.

AlOn cuando la naturaleza exacta de estos cuerpos anticom-
plementarios estd aun en duda, Craig ha demostrado que algunos
de ellos son producidos por el desarrollo de bacterias en el suero,
cuando este se conserva algin tiempo. No solamente algunas bac-
terias son capaces de producir substancias anticomplementarias
que inhiben la hemdlisis en los tubos de antigeno y de control;
hay ciertas especies que son suceptibles a inhibir la hemélisis en
los tubos de antigenos solamente, dando lugar a reacciones no
especificas.

Segtin los experimentos de Craig y Kyntokn, existen bacte-
rias que cuando proliferan en el suero sanguineo, son capaces de
producir substancias anticomplementarias termolé&biles y termoes-
tables, de estas, las mds comunes son: B. Coli; B. Subtilis; B, Tifico
Estafilococo dorado y el Estafilococo blanco.
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PRUEBAS DE FLOCULACION EN EL DIAGNOSTICO
DE LA SIFILIS

Poco tiempo después del descubrimiento de la reaccién de
Wassermann, Michaelis (1907), observé que a veces, cuando se
agregaba el extracto acuoso al suero sifilitico se formaba un
precipitado. Algunos anos mds tarde, Jacobsthal (1910), asf como
Bruck y Hidaka, observaron que cuando se mezclaba el extracto
alcohélico, tanto de higado sifilitico como de corazén de cuy, pre-
viamente diluido con suero fisiolégico, con suero sifilitico, se for-
maban agregados microscopicos de particulas de lipoides.

Pasaron unos diez anos antes de que este fenémeno de pre-
cipitacién se estudiase lo suficiente para poderlo utilizar con con-
fianza en el diagnédstico de la sifilis. Sin embmargo, de entonces
acd y debido proincipalente a los estudios de Sachs-Georgi y
de Kahn, numerosas técnicas han surgido, muchas de ellas son
consideradas en la actualidad, tan sensibles y especificas, o mdés,
que la reaccién de Wassermann.

Numerosos investigadores se han dedicado al estudio del fe-
némeno (el que debido a su simplicidad de manipulacién sen-
sibilidad y especificidad, estd llamado a reemplazar las antiguas
de Wassermann sus sucesores), y en la actualidad contamos con
numerosas técnicas, todas ellas tendientes a simplificar la mani-
pulacién y a aumentar su sensibilidad y especificidad.

No se acepta que todas estas reacciones tengan {a misma
naturaleza: el fenémeno de la combinacién de reactina-globulina
con las particulas de lipoides, dando por resultado la floculacién
del compuesto; ni que sea la misma la que determine tanto la
fijacién del complemento como la precipitacién (Eagle), sin em-
bargo, todas las reacciones de precipitacién o floculacién: Hecht,
Sachs-Georgi Meinicke, Kline, Kahn y la mexicana que es objeto de
nuestro estudio: la A0.3, estan basadas en el fenémeno estudia-
do por Michaelis y Jaccbsthal, diferencidndose principalmente en
los estados fisicos de la suspensién de los lipoides, relaciéon cuanti-
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tativa de los reactivos y en las manipulaciones necesarias para
llevar a cabo la prueba.

NATURALEZA QUIMICA DE LA REACTINA.—Hay en la ac-
tualidad suficientes pruebas para asegurar que la substancia ac-
tiva en los sueros sifiliticos, como todos los anticuerpos en general,
es de naturaleza protéica y que los agregados que se forman al
adicionar un extracto alcohdlico (antigeno) al suero sifilitico, son
debidos a la disposicién de esta proteina-reactina, formando una
capa alrededor de las particulas de lipoides en suspensién en el
antigeno.

La reactina siempre estd asociada a la traccién globulina de
la proteina del suero. La fraccién albamina del suero sifilitico siem-
pre es Wassermann negativa. Segiin R. Stern, si se separa toda
la globulina de un suero positivo, este se vuelve negativo.

Si se agrega antigeno a un suero sifilitico y se lavan los
agregados que se forman, con suero fisiolégico, se encontrard que
estos han perdido la propiedad de reaccionar con suero sifilitico;
pero si en cambio, se calientan estos agregados a 100°, se obser-
vard que recuperan su propiedad de combinarse con reactina
(Sachs y Sahlmann), lo que indica que el lipoide se encuentra en
el precipitado, pero que los grupos reaccionantes en la superficie
de las particulas, se encuentran bloqueadoes por las reactinas ad-
sorbidas antes. La naturaleza protéica de la pelicula de reactina
se demuestra por su destruccién a 100°.

Si los agregados lipoide-reactina se inyeclan a un cuy, este
se sensibilizar& a las proteinas de suero humano. Otra demostra-
cién de que los agregados contiene proteina (Otto-Winkler).

El antigeno-lipoide, no es antigeno pues no provoca la forma-
cién de anticuerpos cuando se inyecta a conejos.

Si los agregados obtenidos por la accién de las reactinas so-
bre los lipoides del antigeno, se extraen con alcohol. eter o cloro-
formo, se obtendrd una solucién conteniendo los lipcides y que-
dard un residuo insoluble que dard las reacciones usuales de
las porteinas, las que forzosamente deben provenir del suero.

MECANISMO DE LAS PRUEBAS DE FLOCULACION.—La sus-
pensiones coloidales en agua, se clasifican por lo general, como
hidréfilas e hidréfobas. A esta Gltima clase pertenecen las sus-
pensiones que permanecen estables solamente por la fuerza reps.
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lente, mutua de las particulas. Tan pronto como este potencial,
medido por la velocidad del movimiento en un campo eléctrico,
es deprimido mds abajo del nivel critico, como por ejemplo, por
la adicién de un electrolito, las particulas pueden aproximarse
dentro de su radio de atraccién y se adhieren unas a otras para
formar agregados inestables que sedimentan por cumento de ta-
mano. La cantidad de electrolito necesaria para flocular un sol,
varia con la substancia, su concentracién, el tamano de la par-
ticula, la temperatura a que opera, el pH y la valencia del ién
activo.

En un coloide hidréfilo (proteina), sin embargo, la potencia
superficial de las particulas es de relativamente menor importan-
ciq; pues, aun si es totalmente suprimida por la adicién de elec-
trolitos, las particulas permanecen dispersas y la suspensién se
conserva estable. Probablemente las fuerzas, bien de hidratacién
o de polaridad entre las particulas y la fase dispersora (agua),
se sobreponen a la fuerza cohesiva de las particulas y estas per-
manecen dispersas.

Entre estos dos extremos, se encuentran todas las gradua-
ciones posibles, m&s aun, una misma substancia en dos estados
distintos, puede ser hidréfoba e hidréfila. Asi, la proteina en so-
lucién es el prototipo del coloide hidréfilo; coagulada (por el
calor), en una interfase agua-aire (espuma), se vuelve hidré-
foba. M&s aun, un coloide hidréfobo, como el oro coloidal dis-
perso, puede volverse hidrdfila si sus particulas adsorben una
substancia hidréfila, como sero-albimina. La estabilidad de las
particulas se determinan solamente por las propiedades de la
superficie. Las particulas fdcilmente floculables de oro se vuel-
ven tan resistentes a la accién de un electrolito como la proteina.
La pelicula de proteina adsorbida por la superficie, se dice que
funciona como coloide protector.

A la inversa, si las particulas dispersas de un coloide hidré-
filo se cubren con una substancia hidréfoba, las particulas suspen-
didas se vuelven hidréfobas y facilmente floculables por el elec.
trolito.

La solucién alcohdlica de extractos de tejidos, usada como
antigeno, libre de grasas, dcidos grasos y jabones, es una mez-
cla de substancias heterogenas; si la porcién insoluble en aceto-
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na, pero soluble en alcohol, de tal antigeno, y que es la que con-
tiene los principios activos, se disuelve en alcohol y esta solucién
se agrega gota a gota y con agitacién, a un exceso de aguq,
se forma una suspensién opalescente y estable de particulas co-
loidales uniformemente dispersadas, algunas de las cuales pue-
den verse si se examinan al campo obscuro, las que estén car-
gadas negativamente a un pH. de 2. Estas particulas son relativa-
mente hidréfilas, pues ain después de que se ha casi suprimido
su potencia superficial, como por la adicién de cloruro de sodio,
la suspensién permanece estable. Ciertos electrolitos pueden hacer

que las particulas se agreguen, pero solamente a grandes con-
centraciones.

La concentracién exacta de electrolito para coagular un sol,
varia con el pH. de la solucién, cantidad de lipoide, cantidad
de colesterol agregado al antigeno, cantidad de impurezas (gra-
sa, acidos grasos), y el método empleado para la dilucién del
antigeno. Por lo general varia entre 0.5 y 2 M. para sales con
cation monovalentes (Na Cl) v de 0.01 a 0.04 M. para sales de
cation bivalente (Ca Cl2).

La adicién de suero normal a una suspensién de lipoides, pro-
feje a estos de la accién coagulante del electrolito. Las particulas,
aparentement,e adsorben la proteina del suero y su punto isoelé--
trico se desvia de su valer original (aproximadamente pH.2), ha-
cia el de la proteina del suero, dependiendo el grado de desvio-
cién, de la concentracién del suero. A este nuevo punto isoeléc-
trico, las particulas se agregan répidaente y forman fléculos més
0 menos gruesos y sedimentables,

Hay mucha semejanza entre las propiedades de la super-
ficie de los lipoides cuando se colocan en suero normal, como
se explica antes, y las propiedades de los mismos cuando se co-
locan en suero sifilitico. En ambos casos hay una desviacién de
la zona isoeléctrica, cataforética y floculante, hacia la de la pro-
teina del suero. Hasta aqui, sin embargo, la semejanza termina,
Un suero normal, cuando es adsorbido por las particulas de an-
tigeno, afecta solamente su punto isoeléctrico; su estabilidad no
es afectada: las particulas de proteina adsorbidas retiensn sus
propiedades de hidrosolubilidad al pH. del suero y pueden ser f4&-
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cilente removidas de las particulas de lipoides por lavados ade-
cuados. En contraste, los compuestos formados por la accién de
la reactina sobre los lipoides, floculan a cualquier pH. entre 3 y 9
por la presencia de huellas de un electrolito. La reactina con que
la particula lipoide se combina, no solamente desvia el punto
isoeléctrico, como la hace la proteina del suero normal sino que
ademds, aumenta el potencial critico de 1-5 milivoltios a 10-15
milivoltios. Huellas de electrolito (el catiéon es el efectivo), son
suficientes para disminuir el potencial de la superficie y las par-
ticulas se agregan unas a otras para formar fléculos.

La diferencia entre las propiedades de las particulas lipoides
en presencia de un suero normal y uno sifilitico pueden su-

marizarse en la siguiente tabla formada por Eagle:

ANTIGENO
EN SUERO NORMAL

ANTIGENO
EN SUERO SIFILITICO

Zona Optima de flo.
culacién.

pH.3-5 depende de la
concentracién del sue-
ro. La pelicula de pro-
teina adsorbida puede
removerse casi total-
mente por lavados.

pH.3-5 depende de la
concentracién del sue-
ro. La proteina adsor-
bida no puede ser re-
movida con 3 o 4 la-
vados.

Composicién de las
particulas.

No hay proteina ana-
liticamente demostra-
ble en las particulas
lavadas.

Las particulas lavadas
contienen hasta 69, de
proteina, segin la
cantidad de reactina
contenida en el suero.

Concentracién de Na
Cl requerida para ha-
cer visibles los agre-
gados floculados.

0.5a 2 N.

0.02 a 0.04 N.

Otras propiedades.

No fija el complemen-
to. Puede combinarse
con reactina después
de lavado.

Fija el complemento.
No puede combinarse
con reactina después
de lavado, pues los
grupos reaccionantes
de las particulas de li-
poides estan ya uni-
das a reactina.
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RELACIONES DE LAS PRUEBAS DE FLOCULACION Y LA
REACCION DE WASSERMANN:—Se ha comprobado que la subs-
tancia que reacciona en la reaccién de Wassermann (fijacién del
complemento con lipoides tisulares) y que se encuentra en el suero
del enfermo, es la misma que ocasiona la floculacién en las reac-
ciones de este tipo.

A pesar de las opiniones en lo contrario (Mandelbaum; Gloor
vy Kingler; Felke, 1921 y Skrop), est& definitivamente comprobado
que las reactinas de la fijacién del complemento y las de la flo-
culacaién, se encuentran en la fraccién globulinica del suero.

En toda reaccién de Wassermann (no importa la técnica se-
guida) se presenta el fenémeno de la agregacién de las particulas
microscédpicas de los lipoides del antigeno. Por lo general, no son
visibles a la simple vista por que el antigeno es usado a concen-
traciones demcsiado débiles para formar fléculos de un tamano
visibles. (Blumenthal; Chevrel-Bedin; Eagle, 1930).

El hecho de que ciertas condiciones son capcaces de inhibir
la fijacién del complemento sin afectar la floculacién (Borowskaja,
1932) no significa que se trata de dos substancias diferentes. La
reaccién bdsica en toda prueba serolégica para la sifilis es la
misma: particulas de lipoides tisulares, usadas como antigeno se
combinan con reactina, la que es, probablemente, depositadq,
como una pelicula incompleta de globulina, alrededor de la par-
ticula de lipoide. La agregacién subsecuente de estas particulas,
sensibilizadas, por el electrolito y la subsecuente fijacién del com-
plemento, debida a la, hasta hoy no explicada, avidez de la peli-
cula de reactina por el factor hemolitico del suero fresco, son pro-
cesos enteramente diferentes.

La fijacion del complemento tiene lugar aun pH. de Sa 82 y
a una concentracion de cloruro de sodio de 0.07 a 0.25 N. Es poco
afectada por la agitacién y suprimida totalmente por la adicién
de concentracién muy débiles de cationes bivalentes. Por otro
lado, la cohesién de las particulas cubiertas por reacting, tiene
lugar mdés répidamente a pH. 3.5 a 6.0, se acelera enormemente
por la agitacién, por la accién de los cationes bivalentes y por la
elevacién de la temperatura a 56°.

ALGUNOS FACTORES QUE AFECTAN LA SENSIBILIDAD Y
ESPECIFICIDAD DEL FENOMENO:—-La sensibilidad y especifici-
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dad de las reacciones de floculacién para el diagnéstico de la sifi-
lis, se dividen en dos grupos: Al primero pertenecen aquellos que
afectan las propiedades de la suspensién de los lipoides emplea-
dos como antigeno; entre estos est& el método de purificacién de
los tejidos de donde se obtienen los lipoides, el método de extrac-
cién, la concentracién del alcohol empleado en la extraccién, las
substancias agregadas al extracto alcohélico como sensibilizado-
res y su concentracién; la concentracién, pH., temperatura y canti-
dad de la solucién eelctrolitica empleada como diluyente; el mé-
todo de mezclar el diluyente con el antigeno, la edad de la sus-
pensién y la temperatura a que se ha conservado.

En un extremo tenemos una suspensién poco sensible que
requiere grandes cantidades de reactina y largos periodos de in-
cubacién para producir una agregacién de particulas visible; en el
otro, tenemos suspensiones no especificas que dan floculaciones
falsas con sueros normales (en ausencia de reactina). Entre estos
dos extremos, tenemos una angosta zona en la que se combinan
sensibilidad y especificidad en grado éptimo.

El segundo grupo lo constituyen los factores que afectan la
reaccién después de que el antigeno se ha combinado con la
reactina del suero positivo. Estas incluyen las propiedades del
suero, en particular el grado de inactivacién; la relacién antigeno
suero; la duracién y velocidad de la agitacién; el tiempo y veloci-
dad de la centrifugacién; el electrolito y el pH. de la mezcla
final,
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LA REACCION AO-3

El investigador mexicano, Sr. Dr. Alfonso Ortega Iragorri, estu-
diando las reacciones de floculacién en uso, se propuso buscar
una modificacién a las técnias conocidas, con objeto de facilitar
su ejecucién y mejorar la lectura de sus resultados ya que muchas
de las que en la actualidad son de mayor uso, como la de Kahn,
requieren artificios mé&s o menos complicados para efectuar una
lectura correcta.

Al presentar el Dr. Ortega su técnica a la profesién, dice: “En
el desarrollo de este propésito, llevado a cabo duronte casi seis
anos, varias ideas se pusieron en prdctica, algunas observaciones
se fueron aprovechando y algunos conocimientos se adquirieron y
como resultado de todo ello, creo justificado dar a conocer lo que
a mi modo de ver, tiene ya posibilidades precisas de aplicacién
prdctica. Creo que el propédsito inicial de estas investigaciones,
fué logrado ampliamente, hasta el punto de haberme decidido a
dar a conocer mis técnicas, por que considero que habiéndose
logrado la clara lectura de los resultados; en el curso de estos
estudios se llegé, ademds, a una simplificacién méxima de la téc-
nica y del equipo necesario.

Quiero hacer la advertencia categérica de que las técnicas
aqui presentadas son el resultado de un modo de hacer personal
que se refiere, en parte a la ejecucién misma de la reaccién y
fundamentalmente, al empleo de un antigeno preparado, titulado
y estudiado en condiciones especiales y dotado de caracteristicas
que le son propias. Mis reacciones estédn basadas en hechos in-
munolégicos, fisicos, quimicos y fisio-quimicos conocidos y por
lo tanto, no representan el descubrimiento de un hecho cientifico
nuevo, ni de fendémenos desconocidos hasta la fecha”. (Rev. Mé-
dica del Hospital General. Méx. Dic. 1942.).

El autor, en el curso de sus invesigaciones, ha hecho tres mo-
dificaciones a su antigeno y al "modus operandi: AO.1—AQ.2 y
AQ.3. De esta Gltima nos ocuparemos exclusivamente, ya que es
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la que hemos usado en el desarrollo del presente trabajo y es,
la que hasta la fecha, representa la manipulacién éptima.

EL ANTIGENO:—Est& formado por una solucién concentrada
de lipoides de tejidos de érganos de mamifero (Corazén de buey),
insolubles en éter, pero solubles en alcohol etilico concentrado.
Esta solucién est&é debidamente reforzada con cantidades varia-
bles de colesterol, cuya cantidad se determina en cada lote, pre-
vias las titulaciones adecuadas.

A las pruebas de sensibilidad y especificidad que ordinaria-
mente se practican a toda antigeno antes de ser aceptado como
tal se agrega la de estabilidad de la mezcla antigeno-diluyente,
que debe permanecer inalterable a la temperatura ordinaria del
laboratorio, durante un minimo de 10 dias. El alcohol empleado
en la preparacién del antigeno es de casi 100%; esto es de capital
importancia, pues con alcoholes de baja concentracién no se pue-
de lograr la estabilidad de los esteroles sensibilizantes y se corre-
el riesgo de disolver las substancias que causan la granulacién
en la dilucién del antigeno.

LA SOLUCION SALINA DILUYENTE:—El diluyente empleado
para el antigeno, en esta prueba, reGne ciertas caracteristicas es-

peciales. Desde luego, no se trata de simple solucién de cloruro
de sodio a las diferentes concentraciones que se emplean en otras

técnicas. Se trata de una solucién de cloruro de sodio en una
solucién "BUFFER" de tal concentracién que su funcién electroli-
tica sea la éptima y que mantenga el pH. de la reaccién a 6.3.

Esta solucién preparada con agua bidestilada y con sales
quimicamente puras y pesadas previa desecacidén, estd conside-
rada como punto bdésico importante en esta reaccién, ya que esta
calculada a dar determinada densidad a las mezclas finales, con
objeto de que los floculados de las reacciones positivas, atn las
mds débiles, suban a la superficie en lugar de depositarse en el
fondo durante la centrifugacion.

PREPARACION DEL ANTIGENO:—Témense 0.15 c.c. del anti-
geno y pdsese a un pequeno tubo de ensaye (7 x 1 Cmts.); con otra
pipeta, midanse 0.75 de la solucién diluyente (esta cantidad puede
variar en los distintos lotes de antigeno. La variacién viene indi-
cada en la etiqueta.), inyéctese sobre el antigeno, soplando en la
pipeta y agitese la mezcla rédpidamente duranie 30 segundos. Ma-
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diarese el antigeno asi preparado, colocondo el tubo a bafio de
maria a 55°—56° durante 20 minutos. El antigeno ya madurado
estd listo para usarse. No es preciso usar toda la mezcla antigé.
nica en una sola vez; tapando el tubo con un corcho cubierto con
papel de estano y manteniéndolo vertical y al abrigo de la luz, se
conservard absolutamente estable, a la temperatura del laborato-
rio, durante un minimum de 10 dias. Un antigeno madurado por
calentamiento, NO debe calentarse nuevamente antes de usarse
en pruebas ulteriores.

TECNICA DE LA REACCION PROPIAMENTE DICHA:—Aparatos:

Tubos para hemélisis.

Pipetas de | c.c. graduadas en centésimos.

Pipetas de 0.10 6 0.20 graduadas en milésimos.

Bano de maria con termostato.

Agitador mecdnico (es preferible pero no indispensable).
Centrifuga de 3000 R. P. M.

Nota: Toda la cristaleria debe ser rigurosamente limpia, de
preferencia sumergida durante 24 horas en mezcla crémica y luego
enjuagada perfectamente con agua destilada.

Modus operandi:—E] suero separado del codgulo y centrifu-
gado, se calienta a bafioc maria a 55°—56° durante 30 minutos.
Los suercs serdn de preferencia frescos; pero pueden usarse sue-
ros envejecidos, los que deberdn calentarse precisamente antes de
la reaccién. Los sueros hemolizados pueden ser estudiados per-
fectamente con esta reaccién.

2—En un tubo para hemélisis, coléquese, introduciendo la
pipeta hasta el fondo, 0.05 c.c. de la mezcla antigénica madurada.

3.—Agréguese 0.20 c.c. del suero previamente calentado.

4 —Mézclese agitando suavemente y déjese reposar durante
10 a 1S minutos.

5—Llévese al bafo de maria a 55°—5° durante 15 minutos.

6.—Agitese en un soporte adecuado, a mano o en agitador
mecdnico durante tres minutos. La agitacién en agitador mecd-
nico no es indispensable, pero es una comodidad.

7 —Centrifiguese a 2 800 a 3 000 R. P. M. durante 5 minutos.

8.—Agréguese 2 c.c. de agua destilada o suero fisiolégico y
léase el resultado.
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Las lecturas se pueden hacer ante una ventana o usando luz
artificial y observando el tubo inclinade sobre un fondo negro.
Yo usé, con magnificos resultados, la lémpara del microscopio ha-
ciendo la lectura de arriba a abajo sobre fondo negro de la mesa
de trabgjo.

INTERPRETACION DE LA LECTURA:—Lcs tubos cuyo conte-
nido es homogéneo, lechoso y que al agitarse suavemente produ-
cen ondas ''sedosas’’, se consideran NEGATIVAS.

Tubos con grumos mdés o menos grandes, a veces un solo
grumo grande, aplanado y de «color blanco, y el liquido transpa-
rente, se leerd: POSITIVA.

En las reacciones negativas, la dispersién de los granos de
antigeno es completa, la md&s ligera agitacién del liquido refracta
la luz produciendo el aspecto de la seda al agitarse. En las reac-
ciones positivas, los grdnulos formados persisten a pesar de la
agitacién que se le dé al tubo.

Para la anotacién de los resultados puede emplearse la ter.
minologia convencional usada per casi todo el mundo: NEGATIVA,
POSITIVA DEBIL, POSITIVA FUERTE o DUDOSA, segtn el tamano
y visibilidad de los grumos. Yo me inclino por la designacién
simple de: NEGATIVA, DUDOSA o POSITIVA,
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LA REACCION AQ-3

De izquierda a derecha

Negativa.
Positiva débil.
Positiva mediana
Positiva intensa.
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ESTUDIO COMPARATIVO DE LA REACCION AO.3,
WASSERMANN, KAHN Y LAUGHLEN
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ESTUDIO COMPARATIVO DE LA REACCION AO-3,
WASSERMANN, KAHN Y LAUGHLEN

Con objeto de comprobar la sensibilidad y especificidad de la
Reaccién AQO-3, se examinaron 146 sueros de individuos CLINICA
Y SEROLOGICAMENTE sifiliticos, los que me fueron proporciona-
dos en el Hospital General y en el Sanatorio del Instituto del Se-
guro Social, practicindcse simultdneamente la Reaccién de Wa-
ssermann, la de Kahn y la de Laughlen.

Para la reaccién de Wassermann se siguié la técnica Colme-
tte-Massol, utilizando antigeno del Instituto de Higiene de la Se-
cretaria de Salubridad y Asistencia Pablica; para la reaccién de
Kahn se siguid la técnica Standard, utilizando antigeno preparado
por el Departamento de Salubridad del Estado de Michigan, EE.
UU,; para la reaccién de Laughlen se siquié la técnica Standard
del autor, con suero no calentado y empledndose el antigeno
preparado por la casa Lederle de New York. El antigeno para la
reaccion AO-3, fué adquirido del Laboratorio del Sr. Dr. Alfonse
Ortegq, autor de la reaccién.

También se examinaron 161 sueros de individuos NO diag-
nosticados, muchos de ellos gozando, aparentemente, de perfecta
salud. Se hicieron las mismas pruebas y se siguieron las mismas
técnicas que las sequidas para sueros sifiliticos.

Seglin se desprende de las tablas que se insertan mdas abajo,
los resultados obtenidos fueron los siguientes:

CON SUEROS SIFILITICOS:

Wassermann: 140 Positivos; 4 Negativos; 2 Dudosos; Total 146.
Kahn: 136 Positives; 6 Negativos; 4 Dudosos; Total 146.
Laughlen: 135 Positivos; 11 Negativos; 0 Dudosos; Total 146.
AO-3: 139 Positivos; 7 Negativos; 0 Dudosos; Total 146.
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CON SUEROS NO DIAGNOSTICADOS

Wassermann: 106 Negativos; 52 Positives; 3 Dudosos; Total 161
Kahn: 108 Negativos; 48 Positivos; 5 Dudosos; Total 161.
Laughlen: 98 Negativos; 63 Positivos; 0 Dudosos: Total 161.
AO-3: 105 NEGATIVOS: 56 Positivos; 0 Dudosos; Total 161.
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REACCIONES PRACTICADAS EN SUEROS DE INDIVIDUOS
CLINICAMENTE SIFILITICOS




L 4

e | .*-;1:':? :

:"\"t)l-u-'r-;‘.'.l‘. T "r'".:h-nm {A‘

B3 HORAVE 2 aﬁdﬁm

i ".if
q-.r V u@-’"‘ 411;. -

:‘ .._..._‘" -"i l& ﬁ‘

B
2 p -
»
. |-‘( .
- (ot S
LS .I"'.'. s
- « B "
v ) i ) l""
ey B
2
TR SR P
K, ¥ [
" bl ol
- . N
&

-

.

I ..u'ﬁ.'!!lm

,Ji.



REACCIONES PRACTICADAS EN SUEROS DE INDIVIDUOS

CLINICAMENTE SIFILITICOS

L. AOQS.

K.

NOMBRE W.
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L. AOs.

NOMBRE w.

NUM. FECHA
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CONCLUSIONES

I.—La Reaccién AO-3 para el Serodiagnéstico de la stfilis, es Es-
pecilica y su sensibilidad puede ser comparada con la de las
reacciones de floculacién conocidas y aceptadas hasta la fecha.

II.—-Su lectura es fdcil, no requiere aparatos especiales ni artificio

alguno para hacerla correctamente,

III.—Es econémica, su técnica sencilla y no requiere ningin apa-
rataje fuera del que pueda encontrarse en el laboratorio mas

modesto.
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