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INTRODUCCION

La reaccién de Kahn est4 fundada como otras muchas,
en la floculacién o precipitacién de una suspensién coloidal,
(Extracto alcohdlico de misculo de corazdn de buey coles-
terinizado) por las reaginas microbianas, contenidas en al-
gunos liquidos orgéanicos.

Kl estado fisico de la suspensién coloidal tiene que ser
regularizado de una manera especial, para obtener flocula-
cién con el suero Sifilitico y no con el normal.

Las diluciones de la suspension coloidal seran descritas

en detalle al tratar de la técnica de preparacién del Am-
tigeno.
A La reaccién de Kahn, puede verificarse en el suero
sanguineo y en el liquido Céfalo Raquideo, teniendo dos
procedimientos: uno cualitativo y otro cuamtitativo, siendo
este Ultimo una gran guia en el curso del tratamiento del
sifilitico pudiendo asi cambiar de medicamento o hacer més
fuerte el tratamiento.

Dicha reaccion ha sido aceptada de una manera oficial
en un gran mimero de Instituciones Norte Americanas,
(Ejérecito, Marina, Escuelas, ete.), demostrando con esto
la eficaz ayuda que presta en el diagnadstico de la Sifilis.

Nosotros, en el deseo que fuera conocida y experimenta-
da en nuestros enfermos, h . hecho una serie de reaccio-
nes, objeto de esta tesis,” uStmndo los reactivos aconsejados
en las técnicas Norte- Amerleanas, comprobando la sensibi-
lidad y exactitud del método en 307 reacciones, haciendo al
mlémo tiempo la comparaeion con el Wassermann y en al-

gunias que nos fué posible, con otra muy similar: el Vernes.




La Reaccidn de Kahn en el Suero-Diagnéstico
de la Sfilis.

L

Para efectuar la reaccién son necesarios, por una par-
te, un instrumental, bastante sencillo, y por otra, reactivos
especiales: describiré 1.° el Instrumental, después los reac-
tivos y su preparacién y por tltimo la téenica de la reaccion;
para finalizar expondré un cuadro comparativo con las
reacciones de Bordet-Wassermann y Vernes.

Instrumental.

1.°—Tubos de hemolisis, en este caso llamados de reac-
¢ién, que miden 7.5 em. de longitud por 1 cm. de didmetro
¥y que como su nombre lo indica sirven para la reaccion.

S—Tubos, tipo de fondo plano de 5.5 e¢m. de longitud
por 1.5 em. de didmetro, que sirven para preparar la dilu-
cién del Antigeno, (Tubos de dilucién) estos tubos son cor-
tos y anchos para facilitar la decantada, que hay que hacer
lo mas rapidamente posible.

3.—Pipetas de 1 c.c. de capamdad graduadas en
0.01 de c. .

4. °—Pipetas de 0.20 de c. c. de eapacuiad graduadas en
0.001 de c.c.

Todos estos instrumentos de vidrio, deben ser obJeto
de especial cuidado para su limpieza, procedlendo como
sigue: los tubos hay que lavarlos con agua fria, colocarlos
en una solucién de acido clorhidrico al 1 % durante dos
horas, lavarlos seis veces en agua corriente, lavarlos dos
veceg con agua destilada, colocarlos invertidos, en canastas
de alambre y secarlos en una estufa. Las pipetas se colocan
en una solucién de dcido Sulfirico y Permanganato de po-
tasa durante la noche, se les lava con agua corriente, luego
se les deja permanecer en agua durante varias horas, se les
lava dos veces mas con agua destilada, secandolos luego en la
estufa; la neutralidad de los tubos y pipetas es muy im-
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" portante, pues una ligera traza de écido o de 4lcali serfa ca-
- paz de dar resultados erréneos en la reaccidn. :
—Soportes para los tubos de reaccion, que miden
29 em. de largo, 7.5 em. de ancho y 7 em. de alto, formados
de tres laminas metéilicas superpuestas a igual distancia 1g

una de la otra y reunidas en los dos extremos por una lami-

na vertical. La limina, superior y la ldmina inferior estin
perforadas, teniendo tres filas ¥y diez agujeros en cada una,
los agujeros tienen un didmetro de 15 mm, ¥ distan el uno
del otro 25 mm. de centro a centro, estin destinados a reci-
bir y mantener durante la agitacién meednica, los tubos,
que descansan por su fondo sobre la 14mina, inferior, ade-
mas son paralelos y equidistantes para permitir ver de un
solo golpe de vista, los tres tubos de cada, reaccién super-
puestos el uno detras del otro.

9.—Aparato de agitacién, este aparato puede ser de
un modelo cualquiera, se compone esencialmente de un cua-
drado capaz de recibir e inmovilizar un cierto nimero de
soportes, tres a seis, y animado de un movimiento de vaivén,
que se le imprime por medio de un motoreito eléctrico. Lo
unico interesante es que dé 275 oscilaciones mas o menos
por minuto con un desplazamiento longitudinal de 3 a 4 cm.
Hste aparato es necesario cuando se practican gran ntimero
de reacciones, en caso contrario pueden agitarse los sopor-
tes directamente entre las dos manos v calecularse aproxima-
damente el ntimero de oscilaciones,

“—Un baflo de Maria regularizable a 56° C, que se
puede improvisar con mucha facilidad Y que sirve para
inactivar los sueros. S :

‘Reactivos.

1."—Antigeno, llamado méas exactamente reactivo pre-
cipitante, a fin de evitar toda asimilacién con la reaccién de
Bordet-Gengou, T -
“—Suero que se supone sifilitico,
3.°—Solucién salina de cloruro de sodio.

Técnica de Ia Preparacién del Antigeno.
(Reactivo precipitante).

o Ad‘emés de las pipetas ya descritas se necesitan: otras

€10 e.¢. de capacidad, frascos de Erlenmeyer de 250 e. c.:

 de’eapacidad, cilindros de 100 c, ¢, embudos, filtros.y otros .
k. © 5 de uso corriente.en: los laboratorios. A Ir BT

o

El Antigeno es en-sintesis; yn extracto alcohé}mo cples— :
terinizado de polvo de corazén.de buey, para uniformidad
del método es necesario emplear por lo menos tres cor;leo—
nes frescos de buey, se %deben;secar; 1.‘0" mas p‘ron.to pOSlbde’
con el objeto de evitar su descomposicion; la.cantu_iad usada
es mas o-menos 500 grms. de musculo, que se obtiene como

ya dije de tres o mas corazones, se les reduce a pulpa por

medio de machacamiento y ésta,: asiuqbtqnida, se extlen@e\
sobre una lamina de porcelana ¢ de mdmo,}se seca lo mas
luego posible con la ayuda de ;ventilaQOres eléctricos y cuaxi-
do la sequedad de la. ,superﬁcie,sp,;perlorwes\suﬁclente, resul-
tado que se obtiene al cabo de seis horas, se le da vuelta con
el objeto de secar la cara inferior y se deja de e“s,ta manera
durante toda la noche; este lienzo de pulpa musculosa es:
dividida en fragmentos pequefios, con el objeto que ‘la ser
quedad sea mayor y que llegue a tomar unsa - consistencia
quebradiza, se llevan estos fragmentos a un mqr‘tero, d\on\-
de son reducidos en polvo. ‘ , - :

Haxtracto etéreo.—Se colocan 25 grms. de polvo de co-

razon de buey desecado como se ha dicho ya, en un frasco:

de Erlenmeyer de 250 c.ec. de capacidad, se le agregan

100 c. c. de éter anestésico, se sacude el fraseco frencuente-

mente durante diez minutos, al cabo de los cuales se filtra

teniendo cuidado que caiga todo el éter contenido, practi-

camente se llega a esta conclusion, cuando después.de pre-

sionar con una espatula no caen mas gotas de ét.e_r, se rgcogle
el producto hiimedo del filtro y se pone en el mismo frarspf)
de Erlenmeyer donde se le agregan 75 c. ¢. de éter Iluevq, e
vuelve a sacudir durante diez minutos y se vuelve a filtrar
como anteriormente, esta misma operacién‘. se replte dqs
veces mas, exactamente -igual que.las anterloﬁresz;’. La pni
mera, segunda y tercera filtracion pueden hacerse .con e

mismo filtro, pero, para la cuarta y tltima ﬁltmcwn debe

sars papel filtro muevo. ‘-t i T E
usar%eugfdg £ éter ha removido eompletamente el produc-
to hiimedo, éste es ;@X’Bepdi@pn@“o@{@ unpapelblar{fgg 0;7%1)66
una plancha de vidrio bien s ca y'se pone a la estuta a .
durante diez minutos, o un tiempo mayor y guﬁclwente para
obtener la sequedad. .completa, si se.ha dejagasg.la tem-
perathra* del laboratorio..: Cuando €l prof ;
pletamente seco,¥:mo:exhala. glor de éterys
listo para haeerel‘extm@ﬁ@l‘aﬂﬁéﬁéhco ¥

ligue
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Extracto alcohdlico—Para preparar el extracto aleo-
hoélico se puede usar el mismo frasco de Erlenmeyer con
tal de que ne contenga éter.

Cuando el polvo estd perfectamente seco se procede a
pesarlo y a poner en el frasco de Erlenmeyer la cantidad
que se desee; la proporeién invariable debe ser de 1 gramo
de polvo para 5 c. ¢. de aleohol a 95°, se agita el fraseo duran-
te diez minutos y se deja en reposo durante tres dias a la
temperatura de 21° C. " El reposo debe ser absoluto, salvo
cinco minutos antes de ser filtrado, de esta manera se ob-
tiene un extracto alcohélico, que se debe conservar al abri-
go de la luz y en el concepto de una solucién madre; cuando
se emplean tapones de corcho se debe tomar la precaucién
de protegerlos con una hoja de papel de estafio, con el
objeto de gvitar que el aleohol disuelva las sustancias que
estin contenidas en el tapén.

Colesterinizacién.—Se pone en un frasco de Erlenme-
yer una cantidad determinada de extracto alcohélico y por
cada centimetro ctibico se le agregan 0.006 miligramos de
colesterina pura, se coloca el frasco en un bafio de agua ca-
liente, se agita ligeramente para que la colesterina se di-
suelva bien, cuando se ha obtenido esta disolucién se filtra
el liquido y se le mantiene durante un dia a la temperatura
ambiente, quedando asi listo para ser titulado.

Titulacién del Antigeno.

E1 objeto de la titulacién del Antigeno, es determinar
las proporciones adecuadas de Antigeno y solucién salina
que deben emplearse -en la preparacién de la dilucién que
va a servirnos para verificar las reacciones; técnicamente
se trata de determinar la minima cantidad de solucién sa-
lina que mezclada con el Antigeno, produzea un precipita-
do capaz de disolverse por una nueva adicién de solucién
salina. ’

- Procedimiento téenico: 1.° Tomar cineo tubos tipo y
poner en cada uno de ellos 1 c. c. de Antigeno.—2.° Tomar
otros cinco tubos tipo y poner respectivamente en cada uno
de ellos 0.8, 0.9, 1, 1.10, 1.20 de c.c. de solucién salina.—
3.” Mezclar el contenido de los primeros cinco tubos con el
de los otros cinco, esta mezcla de Antigeno y solucién salina
debe hacerse rapidamente, vertiendo de un solo golpe la
solucién salina sobre el Antigeno, hecho esto se trasiega de
un tubo a otro la mezcla de liquidos durante seis veces se-
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guidas.  El objeto de hacer la mezcla rapidamente, es con
el fin de evitar la formacién de un precipitado, que se forma
siempre que sobre el Antigeno se vierte lentamente una so-
lucién salina, porque entonces se provoca precipitacién en
un liquido que no debe estar.—4.° Dejar en reposo las dilu-
ciones durante treinta minutos.—5.° Probar la solubilidad
de los precipitados formados en cada uno de los tubos des-
pués de haberlos mezclado de 1a maners, siguiente: A, sepa-
rar tres tubos de reaecién (7.5 em. por 1 c. m.) es decir de
los usados para efectuar la reaccion; B, con la pipeta de
0.20 de eme., graduada en milésimas de cme. tomar del fon-
do de los tubos, las cantidades respectivas de: 0.05, 0.025 y
0.0125 de cme. de dicha dilucién dada de Antigeno. C, eon
una pipeta de 1 eme. graduada en décimas o centésimas de
cme. tomar 0.15 eme. de solucién salina, y agregarsela a los
tubos anteriores. D, sacudir fuertemente los tubos duran-
te dos minutos. E, agregar 14 eme. de solucién salina a
cada uno de los tubos y observar si el liquido se vuelve opa-
lescente o contiene un precipitado. Se ha observado que
agregando 1 eme. de solucién salina en vez de medio al tubo
que contiene 0.05 de dilucién de reactivo precipitante (An-
tigeno) mas 0.15 de cme. de solucién, la lectura se vuelve
mas facil.

Interpretacion de los resultados—Cuando cada una de
las cinco diluciones de reactivo precipitante han sido com-
probadas del modo anterior, es decir, por la solubilidad de
los precipitados con la ayuda de los tres tubos de Teaceidn,
se encontrari corrientemente que las diluciones preparadas
con la mezela de 1 eme. de reactivo precipitante y 0.8, 0.9,

-“contienen precipitados que son
§ que las tres diluciones
de reactivo precipitante y
‘ 6n salina respectivamente,
dan precipitados que sofi*“&dftubles en la solucién salina.
La dilucién del reactivo preeipitante que contenga la mi-
nima catitidad de solucién gilina, que dé un precipitado so-
luble en 1a soluci6én salina,“tal como nos lo indican los tres
ultimos tubos de reaccién, nos da el titulo de reactivo preci-
pitante, ejemplo: los dltimos tres tubos de reaccién indican
que: 1 cme. de reactivo precipitante diluido con 1, 1.10 1.20
de eme. de solucién salina contienen precipitados que son
solubles en la ya dicha solucién salina, de aqui pues se dedu-
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ce Tacilmente que el titulo del reactivo precipitante es el de
1 ceme. de dicho reactivo, més 1 cme. de soluecién salina,
1 méis 10 2 més 2.

Hasta hoy no se ha observado cambio de titulo en el
reactivo precipitante, pero es preferible para mayor segu-
ridad de los resultados, titularle de vez en cuando ; para
esta titulacién se pueden emplear los sueros no sifiliticos,
pero es preferible usar la solucién salina, por estar mas a
mano, poder ser repetida cuantas veces se desce y ademaés
que el uso de la solucién salina da una-gran seguridad ; ya
que un precipitado que se forma en una dilucién de reactivo
precipitante dada y que es soluble en solucién salina es in-
variablemente soluble en suero.

Suero.—Es absolutamente necesario que el suero esté
libre de toda particula figurada, esto se obtiene centrifugan-
dolo durante un tiempo suficiente ¥ luego trasvasandolo con
mucho cuidado; un suero quiloso o parcialmente hemolisa-
do, puede emplearse perfectamente en la reaccién sin que
esto implique una dificultad mayor. Practicamente se pue-
den usar sueros de dos o tres dias, lo que nos muestra que
el tiempo no es un factor que influya mucho en la reaccion;
la toma de la sangre se hace como siempre, es decir, con la
ayuda de una puncién en una de las venas del pliegue del
codo, hecha en ayunas para evitar que el suero se enturbie.
Hl tubo que contiene la sangre se le deja reposar sobre un
plano inclinado, con el objeto de facilitar la separacion del
coagulo y del suero, luego debe ponérsele en la hielera has-
ta el momento en que se va hacer la reaccién; entonces se
toma el suero y se inactiva colocandolo en un bafio de Maria,
durante media hora a 56° C.. Es conveniente cuando la
reaccién no se va hacer pronto separar el codgulo del suero
con el objeto de evitar las contaminaciones, si por cualquier
razon se necesita repetir la reaccién de un mismo suero es
conveniente calentarlo durante 10 minutos a 56° C. _

Aunque la hemolisis de la sangre no influye gran cosa
en la reaccién, siempre conviene evitarla; las causas més
frecuentes de hemolisis son: la contaminacioén, la presencia
de agua en la jeringa, si es que la toma se hace de esta ma-
nera, el trasegar la sangre con mucha fuerza de un recipiente
a otro, porque en este caso se rompen los globulos, 1a expo-
sicion a una temperatura.demasiado elevada o demasiado
baja con relacién a la del medio ambiente, la agitacién du-
rante el periodo de coagulacién, -
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Solucién salina.—Se prepara disolviendo 8 grms. 50
ctgrms. de cloruro de sodio quimicamente puroen 1,000 cme.
de agua destilada. Es més importante la pureza quimica
de la sal que la esterilidad de ésta misma para la prepara-
cién de la soluciém.

Reaccion cualitativa en el suero sanguineo.

La dilucién del reactivo precipitante debe hacerse poco
antes de verificar la reaccién, en un tiempo no menor de
diez minutos ni mayor de media hora, por lo tanto es abso-
lutamente necesario tener ya listo el suero inactivado por ca-
lentamiento a 56° C. durante media hora en un bafio de
Maria, es decir listo para ser trasegado con la pipeta, los
tubos deben estar numerados antes de preparar la dilucién
del reactivo precipitante. ’

Preparacion de la dilucion del reactivo precipitante.—
1.° Poner 1 cme. de reactivo precipitante en un tubo de fon-
do plano (5.5 por 1.5 eme.) o tubo de dilucién.—2.° Poner
1 cme. de solueién salina en otro tubo igual al anterior,
puesto que ya mas antes hemos visto por la titulacién del
reactivo precipitante que la cantidad es la de uno para uno
o la de dos para dos. Hstas proporciones pueden variar
naturalmente dependiendo del titulo que tenga el reactivo
precipitante, el reactivo extranjero trae su titulo riguroso.
Los mismos tubos indicados pueden servir cuando se quie-
re emplear 2 cme. de reactivo con 2 cme. de solucién sali-
na.—3.” Vertir la solucién salina sobre el reactivo y no a la
inversa, pues en este dltimo caso la dilueién se precipita,
tan rapidamente como sea posible trasegar la mezcla de un
tubo a otro seis veces; cuanda-la mezela no se hace rapida-
mente se forman cristales. .géraolestering inmediatamente
después de hacer la megzecla=4. Hsta dilucién de reactivo
precipitante debe permanecer, durante diez minutos en re-
poso antes de ser usada y no debe usarse después de media

ci6én de la propia mezcla de ‘solucion salina y reactivo preci-
pitante, hay que medir 0.05 cine. de la dilucién del reactivo
precipitante y agregarle 1 eme. de solucién salina, agitar-
lo fuertemente y al cabo de quince segundos la mezcla debe
volverse opalescenbe‘;' ’

1 eme. de reactivo precipitante es suficiente para hacer
de 18 a 20 reacciones incluyendo controles, en casos espe-
ciales 0.7, 0.8, y 0.9 de eme. de reactivo precipitante pueden

hora de haber sido preparada.—5.° Como una comproba-
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ser mezcladas con la cantidad necesaria de solucién salina;
lo mismo sucede con fraceiones de mas de 1 eme, tales como:
1.10, 1.20, 1.30. de eme., ete.

Reaccién propiamente dicha.
“—Medir con una pipeta de 0.20 de eme, graduada
en milésimas, cantidades de 0.05, 0.025 y 0.0125 de eme. de
solucién de reactivo precipitante en tros tubos respectiva-
mente (tubos de reaccién 7.5 por 1 cme.), hay que tener
cuidado de introducir la pipeta hasta el fondo del tubo, por-
que tratdndose de cantidades tan Pequefias al ser deposita-
das en las paredes corren el riesgo de desecarse antes de
ganar el fondo. , A
.*—Los sueros seran repartidos lo mis pronto posible
después de la distribucién del reactivo Precipitante, para
evitar asi la evaporacién de este ultimo, se procedera por se-
ries de diez o veinte lo més, cuando se tenga que hacer un
numero mayor de reacciones es conveniente tener un ayu-
dante que vaya haciendo la reparticién de los sueros a me-
dida que se va distribuyendo el Antigeno; 0.15 de cme. del
mismo suero se ponen en cada uno de los tres tubos coloca-
dos en el soporte el uno detras del otro, para esto nos ser-
vimos de pipetas de 1 eme. graduadas en centésimas o en
décimas; cuando un soporte ests enteramente cargado, se
sacude fuertemente durante unos segundos para mezelarlo
bien, dejandolo luego en reposo mientras se carga el segun-
do y ya los dos juntos se someten a la agitaciéon metddica.
*—Controles: En cada serie de reacciones conviene
tomar un suero positivo y otro negativo, que de antemano
se tienen en el laboratorio, 1o mismo que hacer una reaccién
sin suero sanguineo, agregando simplemente a cada uno de
los tres tubos la cantidad de 0.15 eme. de solucién salina,
ninguno de ellos debe presentar precipitado alguno.
~“—Agitacién.—La agitacién tiene por objeto activar
y facilitar la floculacién, sobre todo en los sueros débilmen-
te positivos, el ritmo mas favorable es de 275 oscilaciones
por minuto poco més o menos, con un desplazamiento de 3 o
4 cm.; més alld de 300 oscilaciones las particulas de flocu-
lacién tienden a desagregarse y la lectura se vuelve di-
ficil, los sueros fuertemente positivos floculan al cabo de
unos pocos segundos, una duraecién de tres minutos es prac-
ticamente suficiente para todos los sueros, pero este periodo
puede prolongarse sin ningdn inconveniente. ILa agitacion
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manual es més que suficiente si son pocos los sueros que se
trabajan, en este caso puede dividirse la agitaciéon en tres
periodos de un minuto cada uno, separados por un corto
| intervalo de reposo; cuando son muchos los sueros es pre-
3 : ferible la agitacién automatica, pues la maquina asegura
un rigor de téenica mucho més grande y permite trabajar
de una vez 50 y 60 reacciones; en todo caso hay que asegu-.
3 ~ rarse que la sacudida sea bastante brusca para agitar bien
el contenido de los tubos. v

L—Afiadir 1 eme. de solucién salina a cada uno de los
, tubos de la primer fila, es decir a los que contienen 0.05
7 de reactivo y medio cme. a cada uno de las dos filas restan-

tes es decir a los que contienen 0.025 y 0.0125.

La adicién de solucién salina tiene por objeto hacer
més palpables los resultados, aclarando el contenido de los
tubos que contienen sueros negativos y dispersando los pre-
cipitados en los positivos, facilitando de esta manera la
lectura ; después de agregar la solucién salina, los soportes
son agitados de nuevo durante algunos segundos con €l fin
de hacer bien la mezcla y uniformizar asi los resultados,
procediéndose inmediatamente a la lectura.

Resumen de la reaccién cualitativa en el suero.

Tubo N° - 1 2 3
Suero: Antigeno 3:1 6 :1 12 : 1
Dilucién de Antigeno. . . . . ...|.. 0.05 0.025 0.0125
Suero sospechoso. . . . . . .. . 015 0.15 0.15
Agitese durante 3 minutos y agré-
guesele soluecién salina. . . . . . 1 0.50 0.50 -
Controles del Antigeno.—Tubo N¢ 1 2 3
Dilucién de Antigeno'. cee oo 005 0.025 0.0125
Solueién salina., . . . . . . ... 0.15 0.15 0.15
Agitese durante 3 minutos y agré-
gueseles solucién salina. . . . . . 1 0.50 - 0.50
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Lectura de los resultados.—Fn general se puede decir
que ninguna regla fija puede darse para la lectura de los
resultados finales y la guia sers siempre la clinica, en cuan-
to a las condiciones especiales a que debe cefiirse el lector
seran las siguientes: si es 1a luz del dia la que se usa, es ne-
cesario no tener en la pieza donde se trabaja mas que una
sola fuente delante de 1a cual se colocara, si es una ventana
bay que cubrir la parte superior e inferior de manera que
no penetre mis que una banda de luz delante de la cual
se pondran los soportes, ademés es conveniente verlos con
un fondo obseuro. Las reacciones francamente positivas
0 negativas pueden leerse inmediatamente sin sacar los
tubos de los soportes en que se encuentra, pues las primeras
dan un fuerte brecipitado -y las segundas no dan ninguno,
permaneciendo solamente opalescentes. Para las reaccio-
nes débiles o dudosas, es necesario examinar cada tubo se-
paradamente, poniéndolo oblicuamente al trasiug y sobre

fondo negro, es decir, que en estos casos lo que se procura
es poner el liquido en capa delgada, con la ayuda de una

posicién oblicua o casi horizontal del tubo; para busecar el
precipitado se debe colocar el tubo examinado algunos cen-
timetros por encima del ojo. Las mismas precauciones hay
que tomar cuando se emplea una luz artificial ; pudiendo
emplearse cualquiera de los aparatos construidos para
observar la floculacién y que consisten en una caja, conte-
niendo en su interior una bombilla eléctrica, y perforada
por una sola ventana, arriba de la elia_l se pondran los tubos.

Es necesario observar y calificar aisladamente cada
tubo, el resultado final de cada reaccién es la media de los
resultados obtenidos en cada uno de los tres tubos.

Se distinguen varios tipos de reaccién a saber:

+ + + + Corresponde al precipitado formado de
granulaciones netamente distintas, visibles al examen di-

R L e
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recto y suspendidas en un liquido claro o mmplemente opa-
lescente.

-+ -+ -+ Granulaciones todavm netamente visibles al
examen directo del tubo puesto en el soporte, pero menos
distintas y mas finas que en el caso precedente

-+ 4+ Finas granulaciones ‘suspendldaq en un liquido
ligeramente turbio y visibles solamente al examen indivi-
dual del tubo colocado oblicuamente.

- -+ Muy finas y numerosas granulacmnes en forma de
; polvo flotando en un liquido lechoso. /
| -+ Granulaciones apenas visibles y flotando en un li-
‘ 2 quido completamente lechoso.” :

— (Reaccién Negativa), liquido transparente u opa-
5 lescente libre de toda particula figurada, en el soporte, los
| ’ tubos negativos se distinguen fAcilmente de los débilmente
positivos a causa del aspecto lechoso de estos altimos.

Fstos resultados parciales no son en efecto siempre
idénticos, debido a las diferentes proporciones en que se
encuentra el Antigeno y el suero en cada uno de los tres
tubos. Con los sueros fuertemente positivos la floculacién
es igualmente intensa (+ + -+ +) en los tres tubos, pero
el precipitado es mis abundante en el primero a causa de
la mayor cantidad de Antigeno que contiene. Con los sue-
ros débilmente positivos la floculacién es menor y a veces
nula en el primer tubo, porque Un exceso de Antigeno, con
relacién a las substancias ﬂoculan‘ues 1mp1de la floculacién,
siendo en el segundo y bercer tubo donde la reaccién se ve
mas neta. Excepemnalmente se observan reacciones atipi-

cas, en las cuales Ia ﬂoculacmn es mAs 1ntensa en el primer
tubo que en los otros dos. - ‘

“Siempre que sea p0s1ble los resultados deben ser leidos
por dos individuos diferentes y cuando ocurra alguna dife-
rencia, €l resultado debe ser nuevamente leido por los mis-
mos, después de diez minutos de espera, postemores a la
primer lectura.
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Interpretacién de log resultados,

-\

TUBO ND 1 2 3 Promedio
— ——— | delos
Suero: Antfgeno . 3:1 6 :1 12 . 1 ges tlléb(c;(s)
Dilucién de antigeno 0.05 0.025 0.0125 "‘E‘;al"‘
Suero sospechoso 0.15 0.15 0.15
M ——— e
Reaccién
Ne
1 Ll i S S NS T+
2 ++ 4+ R ol ob S A R
SN N i ++ 4
4 + e e ol S S S +++
5 — A+
Algunas 6 — 4+ |+t
Reacciones 1 —_ + + + 4+ ++ 4+
tipicas 8 — + +++4
9 _— — ++++
10 —_ —_ +++ +
11 —_— + + +
12 — = ++
13 — — ++ +
14 —_ =+ +
15 —_— _ S _

Reaccion cuantitativa con e] suero.

El uso de lag tres broporciones de suero ¥y Antigeno, -
vuelve la reaccibn, cuantitativa hasta cierto bunto, pero
no lo suficiente bara satisfacer lag condiciones especiales,
bor ej.: un suero que proviene de un sifilitico en periodo
secundario, puede continuar dando reacciones con cuatro
cruces con la reaccién corriente, atin después de varios tra-
tamientos, mientrag que puede existir una considerable re-
duccién de substancias reactivas en el Suero; por esta razén
¥ para llenar dicho vacio eg que se usa la reaccién que sers
descrita. : S ‘ ‘

i
1




—0]

Unidad de reaccion.—La completa precipitacién que
resulta de la mezcla de 0.15 de cme. de suero con 0.0125
. de eme. de dilucién de reactivo precipitante tipo, es con-
siderada como cuatro unidades de reaccién. Empleando la
- cantidad de dilucién de reactivo precipitante como una
constante invariable, con variables cantidades de dilucién
de suero sifilitico en solucién salina, el niimero de unidades
de reaccién se determina de acuerdo con la férmula siguien-
te S=4D; donde S es igual a la potencia del suero, expre-
sada en unidades de reaccién, D la mixima dilucién de
suero que d4 un precipitado definido. Cuando en el procedi-

miento cuantitativo se usa 0.01 de cme. de la dilucién de

Antigeno especial, con 0.15 de e¢me. de suero se observa que
el Antigeno especial da reacciones més sensibles que cuan-
do se usa el Antigeno tipo. Ksto naturalmente presenta
una gran ventaja, puesto que el método cuantitativo se em-
plea en los casos tratados, en los cuales se desea la sensi-
bilidad de la reaccién; por esta razén el Antigeno especial,
ha sido adoptado como base del procedimiento cuantitativo.

Cuando se mezclan 0.15 de cme. de suero no diluido
con 0.01 de cme. de la dilucién de Antigeno especial, resul-
ta una reaccién de precipitado definido y es considerada
como cuatro unidades de reaceiéon; asi pues si 1 para 5 re-
presenta la mayor dilucién de suero capaz de dar un preci-
pitado definido, el suero contiene 4 por 5 igual a 20 unidades
de reaccién; de la misma manera si 1 para 50 representa la
mayor dilueién del suero que puede dar un precipitado defi-
nido, el suero contiene 4 por 50 igual a 200 unidades; ana-
logamente la potencia de cualquier suero puede ser deter-
minada. Debe tenerse muy en cuenta que solo reacciones
que den precipitados definidos, son consideradas al deter-
minar la concentraciéon dwﬂ@@tﬁuﬁm@dwades de reaccion en un
suero dado; una reaccién queé.da resultado de 1 o dudoso
es cons1d.erada €omo negatw& tal como en el otro pro-
cedimiento. ;

Si se desea la potenela de un suero dado en unidades
de reaccion por cme. puede -perfectamente determinarse
aunque sin mayor ventaja;teniendo en cuenta que 0.15 de
cme. de suero es la cantidad empleada en el procedimien-

to cuantitativo, esta cantidad multiplicada por 62 dara
el ntmero de unidades por cme., por eje.: en el caso de
1: 30 donde 30 representa la maxima dilucién del suero con

la que se obtiene un precipitado definido, éste suero contie-
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ne 4 por 30 igual 120 unidades de reaccién en 0.15 de cme.
Y €Il caso que se quicra saber el niimero de unidades por
centimetro ctbico se hars la siguiente operacién: se multi-.
plica seis dos tercios por ciento veinte igual a 800 unidades
de reacci6n por ecme. (Nota: seis dos tercios es una -
constante.) o N

Como se dijo anteriormente no hay ninguna ventaja
en expresar la potencia de un suero en unidades de reaceion
por cme., ya que tanto un resultado como otro son equiva-
lentes, y al querer usar este tltimo procedimiento solo se
complica una cosa por naturaleza sencilla, es por esta razén
que es preferible expresar siempre la potencia.por medio
de la férmula S =4 D ya indicada anteriormente.

El procedimiento expresado comprende para su ejecu-
cioén ocho diluciones diferentes de suero, las series de dilu-
ciones se hacen de manera de comprender la mayor dilu-
eién con la cual se puede obtener una precipitacién definida.
En la mayorfa de los sueros sifiliticos las diluciones se hacen
desde 1 a 1 hasta 1 a 60. - :

1 : 1=suero no diluido. }
1 9 =0.20 c. c. de suero no diluido -+ 0.8 ¢. ¢. de solu-
¢ion salina.
1:10=0.6c.c.deladilucién al1 : 5 -+ 0.6 ¢.e. de solu-
» ¢ién salina.
1:20=0.2c.ec. deladilucién al 1 : 10 -+ 0.2 c. ¢. de solu-
¢ién salina.
1 :30=0.2c.c. deladilucién al 1 : 10 - 0.4 ¢. ¢. de solu-
cion salina.
1:40=01c.c. dela dilucién al 1 : 10 -+ 0.3 c. e. de solu-
cién salina. ) ~
: 30 =0.1 e. c. de 1a dilucién al 1 - 10 4- 0.4 ¢. ¢. de solu-
cion salina. ,
: 60 =01 c.c. dela dilucién al 1 : 10 -+ 0.5 ¢. c. de solu-
¢ion salina. '

Se colocan ocho tubos en su soporte especial y con una
pipeta se deposita en cada uno de ellos 0.01 eme. de dilucién
especial del Antigeno, se les agrega 0.15 ecme. de cada una
de las diluciones de suero anitériores, se agita durante tres
minutos el soporte y luego se le agrega medio centimetro .
clibico de solucién salina a cada uno de los tubos, se agitan
durante algunos segundos otra vez y luego se procede a la
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lectura. Los sueros de gran potencia que dan un precipi-
tado definido aun en 1a dilucién al 1 por 60 Y que natural-
mente no son corrientes, deben ser diluidos hasta que den
reaccién negativa, para poder asi determinar sy potencia.
El procedimiento cuantitativo se aplica solamente a los
Sueros fuertemente positivos en 1z reaccién cualitativa, los
que con esta ultima reaccién dan resultados débiles, dan
con la reaccién cuantitativa resultados negativos después
de ser diluidos con solucidn salina, los resultados del proce-
dimiento cuantitativo deben expresarse siempre en unida-
des de reacecién. ’

Reaccién en el liquido céfalo raquideo.

Solo los liguidos céfalo-raquideos muy ricos en reagi-
nas sifiliticas son susceptibles de dar directamente una reac-
¢ién positiva. En Ia prictica corriente es necesario
concentrar previamente las globulinas, puesto que son éstas
las substancias portadores de reaginas. -

Concentracion de las globulinas.—1.° Centrifugar los
liquidos durante un tiempo suficiente para separarles toda
célula, quedando asi perfectamente claros. ,

2.—Medir 3 eme. de cada uno de los liquidos y distri-
buirlos en tubos de centrifuga.

3.—Agregar 2 cme. de solucidn saturada de sulfato de
amonio quimicamente puro, mezelarlos y dejarlos en repo-
80 durante una hora a la temperatura del laboratorio.

4.—Llevarlos al bafio de Maria a una temperatura
de 56° C. durante 15 minutos, con el objeto de activar la
precipitacién de las globulinas, o

0.—Centrifugar de nuevo gran velocidad durante
15 minutos,

6.—Desechar, tomandolo por medio de una pipeta afi-
lada, el liquido que sobrenada. ~

1.°—Al precipitado restante se le afiade 0.30 cme. de
solucién salina, (una déeima, parte del volumen original
del liguido), evando Ia pipeta hasta el fondo del tubo para
evitar lavar las Paredes, agitdndolo suavemente para redi-
solver las globulinas. , _

La solucién concentrada de globulinas asi obtenida ests
lista para verificar 1a reaccién ¥ es 10 veces més rica en
globulinas que el liquido primitivo.
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Titulacién del Antigeno para la reaccién
en el liquido céfalo raquideo.

Una titulacion especial del Antigeno es necesaria para
la reaccién en el liquido céfalo raquideo, debido al uso de
la solucién saturada de sulfato de amonio para la concen-
tracién de las globulinas; puesto que la solucién de sulfato
de amonio en suficiente concentracién, es capaz de producir
un precipitado con la dilucién de Antigeno, es esencial que
el titulo del Antigeno sea determinado por un método de
titulacién en el cual la solubilidad del precipitado formado
con la dilucién de -Antigeno sea probada en una solucién de
sulfato de amonio, que tenga aproximadamente la misma
concentracion de la rsolucmn de  globulinas usada en la
prueba.

El empleo de la solucién de sulfato de amonio para
la titulacién eonduce al uso de una dilucién de Antigeno
que contiene un poco més de solucién salina, que la dilucién
de Antigeno usada en la prueba con suero. De manera que
si el titulo de un Antigeno para ser usado con suero es de
1 c. c. de Antigeno para uno de solucién salina, el titulo de
este mismo Antigeno para la prueba con el liquido céfalo
raquideo sera probablemente 1 c. c. de Antigeno para 1.2 o
1.3 de solucién salina. Este pequefio aumento de solucién
salina parece que contrarresta la tendencia a precipitar del
sulfato, con la dilucién de Antigeno.

Titulacion.—1." Se toman cinco tubos de diluciéon y
ge coloca 1 c.c. de Antlgeno en cada uno de ellos.

2.°—Se toman otros cinco tubos iguales a los anteriores
y se coloca en cada uno de ellos 1.1, 1.2, 1.3, 1.4 y 1.5 de c. c.
de solucién salina.

3.—Mezclar el contenido de los primeros cinco tubos
con el de los otros cinco, de la misma manera que ya dije al
hablar del suero.

4°—Dejar en reposo las diluciones durante media hora.

Probar la solubilidad de los precipitados formados en
cada uno de los tubos, procediéndose como sigue:

A, Preparar una solucién que contiene aproximada-
mente el 10 % de sulfato de Amonio, mezclando 1 c. c. de
solucién saturada de sulfato de amonio con 9 ec. ¢. de solu-
cién salina.

B, Medir en dos tubos diferentes la cantidad de 0.01
de ¢. c. de cada una de las diluciones de Antigeno.




menor cantidad de

-7 81 las dilucioneg 1+11
1.2 dan Precipitadog que son insolubles en, la solucién
de sulfato de amonio, mientrag que las dilucioneg 1 + 1.3
1414 Y1+ 1.5dan Precipitado Son solubles en dicha
solucién, el tityle del Antigeno Serd 1+ 1.3, eg decir 1 ¢. ¢, |
de Antigeno bara 1.3 de solucign salina,

Reaccién cualitativa,

.~ 2°—Fn cadg tubo agréguese 0.15 de 1a solucién concen-
trada de globulinag, breparada como a.nteriormente se dijo.

3."—Agitense los soportes Vigorosamente durante treg
minutos, -

Controles—F} sistema de controles tiene barticular
Importancia en la prueba con o] liquido céfalo raquideo,
buesto que ciertag concentraciones de sulfato_ de amonio,
COmo ya fyé indicado, son capaces de dar brecipitados con

de Antigengo.

mismas
cantidades sulfato de amonio,
después de deséche uido que sobrenada
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y al precipitado restante agréguesele 0.30 c¢me. de solucién
salina, mézclese 0.15 de la solucién asi preparada con 0.01-
de la dilucién de Antigeno e incliyase en las pruebas. Cuan-
do se haga la lectura, este tubo de control debe estar libre
de todo precipitado. '

2°—Un liquido positivo y otro negativo, que de ante-
mano se tienen en el laboratorio. o ’

3.—Examinese detenidamente cada liguido con el ob-
Jjeto de eliminar aquellos que conteniendo ciertas particulas,
. puedan dar apariencia de un precipitado especifico.

Resumen de la reaccién en el liquido céfalo raquideo.

Tubo N° 1 2
Dilucién de Antigenmo. . . . . . . . . . . .. 0.01 0.01
Ligquido Céfalo Raquideo concentrado . . . . . 015 0.15
Agitense durante tres minutos y agrégueseles. 0.50 0.50

Reaccion cuantitativa.

Bsta reaccién se verifica solamente en aquellos liqui-
dos que con el procedimiento cualitativo nos han dado un
Tuerte resultado positivo. La reaccién correspondiente en
suero, estd basada en el empleo de diluciones progresiva-
mente crecientes de los liquidos que se van examinar, de-
terminandose cual es el mas pequefio volumen de este liqui-
do, que da una reaceién positi en presencia de una can-
tidad constante de Antigeno, ;. ;0 mismo sucede con el 1i-
quido céfalo raquideo. = .. ¥ . . T S

El resultado final es siempre, expresado en unidades de
reaccién. L v _

En el liquido céfalo raquideo es suficiente hacer dilucio-
nes de uno a veinte. S S

1 : 5==0.15 de la solucién de globulina -+ 0.6 c. e. de solu-
. cién salina. _ : ‘

1 : 10 =1a solucién de globulina original.

1 : 15=0.2 de la solucién de globulina + 0.1 e. e. de solu-
cion salina. ' ‘

1 : 20=0.2 de la solucién de globulina -+ 0.2 ¢. ¢. de solu~
cién salina. : '
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Se colocan cinco tubos en su soporte especial y con
una pipeta se deposita en cada, uno de ellos 0.15 de 1a dily-
cién especial de Antigeno, se les agita durante tres minutos
¥ luego se les agrega medio centimetro ctibico de solucién
salina en cada uno de log tubos, se agitan de nuevo durante
algunos segundos ¥ luego se procede a 1 lectura. -
En la lectura hay que tomar como positivos solamente
los liquidos que den un resultado franco, (Precipitados ne-
tamente visibles en un liquido claro) y tomamos e] titulo
de la dilucién mas débil que nos ha dado tal resultado,
Tomando, como ya se hizo en el suero, 1a base de cuatro
unidades de Treaccion, tenemos que si la dilucién al 1 : 5 es
la que nos d4 un precipitado definido, el resultade final seri
5 por 4 igual 20 unidades, si la dilucién al 1: 20 es la que
nos da el precipitado, tendremos 20 por 4: igual 80 unidades,
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Cuadro de comparacién entre las reacciones

de Kahn, Bordet Wassermann y Vernes.
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Cuadro de comparacién entre las Reacciones

- de Kahn y Bordet Wassermann.
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KAHN WASSERMANN -
7. . o000 — —
M8 C.D. ... ... .. .. — Anticomple-
mentario

NOTA.—Todas las reacciones de Kahn fueron hechas en el laboratorio del
Dr. Carlos Estévez; las de Wassermann: 278 en el mismo laboratorio
y las 29 restantes {(que en el cuadro figuran sin iniciales) en el del Dr.
Ramiro Herrera, en todos los Wassermann se usé la técnica de Weim-
berg. : . )

Las de Vernes fueron hechas en el Instituto Profildctico, (inter-

pretadas como positivas las que_teniq.n cifras mayores de cinco.)

. RESUMEN

Kahn y Wassermann.
Ntmero de Reacciones. . . . . . .. . . . 307
Ambas positivas. . . ... . . . ... . 101
Ambas negativas. . . . .. .. .. .. . 181
Kahn positivo y Wassermann negativo. . 19
Kahn negativo y Wassermann positivo. . . 2
Anticomplementarios. . . ... . . .. . .. 4

Acuerdoen. . . . ... ... 93.06
Porcentaje: '

Desacuerdoen. . . . .... 693
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Kahn y Vernes.

Nmero de reacciones. . . ., ... . 159
Ambas positivas. . . . . T 13
Ambasnegativas. . ... .| 90
Kahn positivo y Vernes negativo. . . . 21
Kahn negativo y Vernes positivo. . . . . 3
Acuerdo en. . . . . .. 849
Porcentagje: '
Desacuerdo en. . . . . | .. 15.09

Estadisticas del Kahn han sido publicadas muchas, de
donde he tomado Ias siguientes:

En 174,580 reaccioneg practicadas en el Estado de
Michigan, segiin la estadistica del departamento de Sa-
nidad de dicho estado, (publicada bor Pearl L. Kendrick y
J. L. Landau en The J ournal of The American Medieal
Association, del 9 de J ulio de 1927) se obtuvo el resultado
siguiente :

: KAHN WASSERMANN

—_—
Método antiguo de Kahn, (usado] Positivo. 8.120 Positivo. 1.835
en 43.030 reacciones)...., Negativo. 32.304 Negativo., 32.355

Dudoso. 2.606 Dudoso. 2.840

Método moderno de Kahn (usa-| Positivo. | 24.048 Positivo, 22.411
do en 131,550 reacciones)..| Negativo. 103.379 Negativo. 105.662
Dudoso. 4.123 Dudoso. 3.477

Porcentaje obtenido con las dos pruebas:

Total de Acuerdo Acuerdo Des-
reacciones. absoluto, relativo.  acuerdo.
Método antiguo . . . . | 43.030  94.08 5.08 0.74

Método moderno. . . . | 131.550 96.77 2.61 0.61

Dicho departamento da al mismo tiempo las conclusio-
nes siguientes:

1.'—La reaccién de Kahn es algo mas sensible que la de
Wassermann, en lag pruebas hechas en el suero san-
guineo.




87—

2.°—Similares estudios hechos en 1,184 Liquidos Céfalos

Raquideos, demostraron también la mayor sensibili-

dad del Kahn.
3.—Experiencias en mas de 300,000 casos, de los diferentes

Médicos de Michigan demostraron: que el Kahn es un

método eficaz para el diagnéstico de la Sifilis.

En 26,336 reacciones practicadas por Thomas G. Hull,
jefe de la division de laboratorios del departamento de sa-
nidad del Estado de Illinois, (The Journal of The Ameri-
can Medical Association, del 11 de Julio de 1927) se obtuvo
el resultado siguiente:

Completo acuerdo entre las dos pruebas:

Nimero de reacciones.

Ambaseon + 4+ 4+ 4+ . . .. oL 3,831
Ambas — . . . .. ... 20,608
Acuerdo relativos:

Com~++4+,+4+y+ ... ... ... .. 740
Discrepancia entre ambas:

Kahn + + + 4+ Wassermann— . . . . . 196
Kahn — Wassermann -+ + -+ -+ . . . . 187
Algunas otras discrepancias. . . . . . . . 182

T. G. Hull, autoridad en la materia da ademas la con-
clusién siguiente: en 26,336 reacciones se obtuvo un acuer-
do relativo en un 97.80 de los casos, los datos clinicos sobre
200 en los cuales el Wassermann y el Kahn no estaban de
acuerdo, indicaron que el Kahn es mis sensible que el
‘Wassermann.




CONCL USIONES

1T reaccién de Kahy €8 pricticamente m&s sensible
que la de Wassermann.

2°—T1a reaceidén de Kah

— I es pricticamente mMAas senecilly,
que la de Wassermann Y POr consiguiente estd menog
Sujeta a errores,
3."—Para bracticar 1a re
nocimientos tgn pr
mann, ni un labopg
estd més al alcance

accién de Kahn 1o se requieren co-

ofundos eomg bara la de Waggep-
torio completo, razones bor lag que
del Médico, '

JORaGE ASTURIAS B.
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