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INTRODUCCION

Con la creaeion «de nuevas téenicas para el cultive *“in vitro™’
del Schizotrypanum eruzi, agente etioldgico de la enfermedad de
(‘hagas, las reacciones serologicas de {ijacion del complemento gue
tienen su origen en los historicos trabajos de César Guerreivo y As.
trogildo Machado en 1913 D adquicren desde hace algunos afos un
papel fundamental en el diagnostico de la infeccion chagisiea en
sus formas eronicas,

Lios progresos obtenidos en la preparacion de antigenos de ma-
vor especificidad y poder fijador empalidecen las objeciones que
se hacian a los métodos indivectos para el diagnostico de esta enfor-
medad, Lia abundante bibhiografia de gue se digpone en la actuali-
dad informa sebre la intensidad de la mvestigacion eongue nume-
rosos cienfificos se abocaron a la tarea de mejorar constantemente
los antigenos habiéndose llegado a métodos que permiten obteunerlos
con un margen de seguridad compatible con las necesidades de la
clinica mdédica. En este sentido deben  destacarse los trabajos de
Kelser 3, Davis (1), Muniz y Freitas 9, Romana y Diaz (%), En
nuestro pais, la Mision de Estudios de Patologia Regional Argen.
tina 7, la Direceion de Lucha Contra la Enfermedad de Cha-

oas 81 ¢l Instituto de Medicina Regional de Tueuman 9197,
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También se han deserito numerosas téenicas parva la realiza-
cion de esta reaceiom habiéndose adoptado en nuestro medio la que
sigue la Direceién de Lucha Contra la Enfermedad de Chagas, que
ha tenido netable divulgacion ), En su realizacion anotamos con
cierta frecuencia falta de uniformidad en los resultados interpre-
tando que ello se debia posiblemente a la inexactitnd con gue se
preparaba la dilucion Optima del suero hemolitico de aeunerdo al ti-
tulo obtenido en su determinacién, error gue no es infrecuente de-
bido a la imprecision del material volumétrico con que cuentan en
muchos casos los ambientes sanitarios,

Con la variante que presentamos en este trabajo, ercemos haber
eliminado en gran parte el inconveniente apuntado, ya (ue en nues-
tras experiencias obtuvimos halagadores resultados. Consiste, en sin-
tesis, en preparar simultineamente con las series de dilueidn de he.
molisina para conocer la conceniracion Optima, series correlativas
de diluciones de suero hemolitico a emplear en la reaceion de fija-
cion del complemento,

ELEMENTOS NECESARIOS
Materiales: gradillas v tubos de ensayo y de hemdlisis, pipetas

de 10, 2, ¥y 1 ml graduadas al 1/100, matraces o probetas eontro-
ladas, bafio térmico, centrifuga, ete.

?

Solucion fisiologiea: sol, salina isotdnica de Na CI al 8,5 por
mil en agua destilada. Conviene (ue sea de reciente preparacion.

Hematies de carnero al 2 %: freseos y lavados con sol. fisiold-
oica hasta eliminacion de toda traza de hemolisis. Se suspenden en
sol, fisiologica midiendo dos volimenes de globulos centrifugados
vy eompletando a 100,

Nuere del enfermo: se prefiere suero limpido sin trazas de he-
molisis. Antes de la reaceion se inactiva a 56YCY, durante 30 minu-
tos. N1 cl suero se conserva debe inactivarse nuevamente antes de
cada reaccion,

Suero hemolitico: suero anti-carnero, Se emplean las ampollas

procedentes de laboratorios respousables o se prepara sensibilizan-
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do a conejos con hematies de earnero, En este caso adoptamos la
téeniea aconsejable por la M.E.P.R.A. (2,

El suero hemolitico debe inactivarse a 56°C, 30 minutos (con-
juntamente con los sueros humanos antes e la reaceién),

Complemento: se prefiere una mezela de sueros freseos de 3 o
4 cobayos gue han sido mantenidos en ayunas desde 12 hs. antes
de la extraceion.

En esta téenica se emplea directamente ¢l complemento dilui-
do 1/20 en sol. fisioldgica.

Antigeno: empleamos los antigenos chagasicos preparados a par-
tir de cultivos de Schizotrypanum cruzi y elaborados por laborato-
rios de reconocida responsabilidad,

Todo antigeno debe ser controlado por lo menos una vez al mes
titnlando sn poder fijador y controlando su inespecificida o poder
anticomplementario y poder hemolitico. Adoptamos la técnica pre-
conizada por Cerisola y Rosenbam %),

Momentos antes de la reaccion se diluye con sol. figioligica se-

eun titulo.

TECNICA DE LA REACCION

Nintesis: consiste en las siguientes etapas,

Etapa 1% — Preparacion de dos series de dilnciones conocidas
del suero hemolitico en cantidades suficientes para emplearlas pos-
teriormente en la reaccion final. Se realizan en tubos de ensayo de
tamafio conveniente segin el nimero de sueros a analizar,

Preparacion simultanea de dos series correlativas en tubos de
hemolisis que contendran: dilueidn de suero hemolitico 4+ hematies
de carmero -+ complemento. Estas dos series constituyen el *‘siste-
ma hemolitico de titulacién’’,

Etapa 2% — Preparacion de la reaccién propiamente dicha
con los sueros, problemas y testigos, en tubos de hemdlisis, que con-
tendran: suero del enfermo (o testigo) - antigeno 4 complemento.

Etapa 3% — Incubacién del suero frente al antigeno y simul-

tineamente ineubacton y lectura del suero hemolitico.
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Etapa 4% — Preparacion de la mezela hemolitiea.

Etapa 5% — Agregado de la mezela hemolitica a los fubos da
la reaccion final ¢ incubacion,

Etapa 6% — Lectura e inferpretacion de los resnltados.

METODO OPERATORIO

Etapa 1% — Se preparan dos gradillas: una para tubos de en-
sayo con 2 filas de 7 tubos ¢/una y otra eradilla para tubos de he-
molisis con 2 filas de 6 tubos ¢/una. El exquema de la figura N¢ 1
indica la relacidn entre los tubos v log vespeetivos pasajes de liguido:

En el tubo de ensayo a se eoloca 10 ml. de sol. fisiologica y en
los 6 restantes de la 12 fila (serie A) 5 ml, en ¢/u,

En el tubo de ensavo b se coloca 12 ml. de sol. fisiologica y en
los 6 restantes de la 2% fila (Servie B) 5 ml en ¢/u.

Se prepara una dilueion del suero hemolitico a la coneentra-
ciom 17100 con sol, fisioldgica y de la misma se agrega 5 ml. al

tubo a v 4 ml. al tubo b.
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Por pipetec se mezela el contenidg del tubo a, obteniendeo asi
una diluecidn de bemolisina at 1/300. De esta dilucidn se pasa § ml,
al tubo a—1 y se mezela por pipeteo, obteniendo una dilucion 1/600
de la cual se pasa 0.5 m). al primer tubov de hemdlisis del sistema
hemolitico de titulacion {iubo a’—1 de la sevie A") y 5 ml al tu-
ho a—2 que se mezela y del cual se pasa 0,5 ml, al tube de hemd-
lisis a'—2 y 5 ml al tubo a—3. Ne continila en la misma forma
hasta llegar al tubo a—¥8 del eual se pasa 4,5 ml. al 2'—6 y se de-
sechan 3 ml. De esta manera ¢n cada nng de los tubos desde el a—1
al a—6 guedan 4,5 ml de dilucioney del suerc hemelitico 1/600,
1/1200, 1/2400, 1/4800, 1 /9600 y 1/19200 y en ¢ada uno de los tu-
bos de hemdlisis de la serie A’ 0,5 ml. de las diluciones correspon-
dientes.

En el tubo de ensayo b eon 12 ml de sol. fisiolégica se agrega
4 ml. de la dilucidn de suero hemolitieo 1/100 y se mezela obfenien-
do una dilneion 1/100. Procediendo en idéntleas condicienes gue en
lay series anteriores se pasa d ml al tube b—1 (con § ml. de sol.
fisiologica), se mezela y pusa 0,5 ml al tubo b'-—1 y 5 mil, al b—2.
Se contintia hasta agotar los tubos descchando 5 ml. del tubo b—#6.
Se tleme ani una segunda serie de tubos de ensayo con 4,5 ml ¢/n
de hemolisina en las siguientes eoncentraciones: 1/800, 1/1600,
1/3200, 1/6400, 1/12800, 1/20600, y una segnnda serie de tubos de
hemobsis eon 0,5 ml. e/u de las correspendientes diluciones de sue-
1o hemolitico,

A cada uno de Jos tubos de hemdlisis de las dos series: A’ y B,
se agrega 0,5 ml, de hematies de carsero al 2 % y se ineuban a
37°0. por 5 minutos, Posteriorinente se agrega a cada 1ubo 0,5 mil,
de dilucién de¢ complemento 2l 1/20 y 0,5 ml. de antigeno diluide
segln titulo. " "

Etapa 22 — Para cada reaceldn sc emplean tres tubos de he-
molisis. Se mide el suers bumane previamente maectivado a 56°C, 30
minutos (enfermo o testigos} y se ecloca 0,05 ml. exn el primer tubo,
0,10 ml. en el segundo y 0,10 ml. en el tercero, Se agrega el anti-
geno s/titulo, en la cantidad de 0,20 ml. en los tubes 1° y 2¢ gai-
cammente reemplazéndole por 0,23 ml de sol. fisioldogica en el 3°. Se
aerega 0,25 ml, de complemento diluido 1/20 a los tres tubos por
igual y se agita hien,

31



Etapa 3% — Se ineuban (de preferencia en bafip térmico) a
37, durante 30 minutos todos los tubos de hemdlisis: el sistema
hemolitico de titulacion preparado en la etapa primera y los que
comprenden la reaccion proplamente dicha, preparada en la etapa
segunda. Cumplido el tiempo, se retiran todos los tubos del bafio y
se observa la hemolisis produecida en el sistema de titulacion. La
mayor dilueion que produce hemolisis total es el titnlo por cada
serie.

Etapa 42 — Conociendo log titulos de hemdlisis total en las dos
series del sistema de titulacién se prepara la dilueion de hemolisina
a emplear mezelando intimamente las correspondientes soluciones de
suero hemolitico que han quedado de reserva en los tubos de ensa-
yo (series A y B, fig. 1), Ejemplo: ha habido hemdlisis total en
los tubos a'—1, a’™—2 y a’—3 de la serie A’ y en los tubos b’—1,
b'—2 y b’—3 de la serie B', es deeir que el titulo Gtil estard entre
las diluciones 1/2400 y 1/3200 cuya media aritmética es 1/2800.
Mezelando el contenido de los tubos de eusayo correspondientes, o
sea el a—3 y el b—3 obtenemos Y ml. de dilucion de suero hemo-
litico de titulo tutil

La mezela hemolitica a emplear en la reaceion final se prepa-
ra mezelando partes iguales de la dilueion de suero hemolitico v
suspension de hematies de carnero al 2 9. Las cantidades a prepa-
rar dependen del nimero de sueros que intervienen en la reaccionm,
sabiendo que se neeesita 1,5 ml. de mezela hemolitica por cada sue-
ro. En el ejemplo presentado, se puede preparar hasta 18 ml, de
mezcla hemolitica con los que s¢ puede analizar, con comodidad,
hasta 11 sueros incluyendo los testigos,

En el caso de necesitarse mayor cantidad de dilueidn 1til de
suero hemolitico se modificaran las cantidades a emplear en la eta-
pa primera.

Etapa 5% — Se agrega 0,5 ml. de la mezela hemolitica a todos
los tubos de la reaccién incubados. Se agitan y se vuelven a poner
a 37°C. durante 30 minutos al cabo de los cuales se vetiran del bafio.

Etapa 6% — Lectura ¢ wnterpretacion de los resultados. Lios tu-
bos I y II son los verdaderos “‘tubos de la reaceion’ pues llevan
suero, complemento y antigeno. El tube LII, que no lleva antigeno,
es un control para detectar los sueros eon poder anticomplementa-
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rio, es decir los que yon ecapaces de fijur ¢l complements en auseh-
cla dlel antigeno espeeifico, en cuyo casp ho se produce la hemdlisis.
Es por ¢llo gue €l tubo 111 sicmpre debe dar hemdlisis folal. lios
sueros con poder anticomplementario no son aptos para la reacelon
e’ fijacitn del complemento.
El cuadro de In figura 2 resume la reaceidon 1otal, )
Debe hacerse intervenir por lo menos cnatro sueros testigos:
dos negativos, nuno positive débil v otro Fuertemente pesitivo.
Angencia de hemdlisis en los tubos T v T, v hemdlisis en e] 111
mdica reaccion fnertemente positiva ¥ se informa (4 ).
ITemdlisis en ol tuboe I, suscncia de hemdélisnis en el TI v hemdo-
ligig en el TT1, indica reaecidon positiva débil y se informa ().
Ilemdlisis en los tres tubos indica reaceidn negativa v se In-
forma {(—).

RESUMEN

Qe deseribe nma virianle én el métods opératorio de la Teat-
elon de fijaeién del eomplemento para el diagnostico de la enfer-
medad de Chagas divulgada por ka Diveceidn de Lucha Contra la
Fnfermedad de Chagas del Ministerio de Asistencia Social y Salud
Pitblica de la Naeién, ” |

Se indica nna mancra seneilla de preparar la dilneidn del sue-
ro hemolitico con gran precision elimindndose log errores que pue-
den cometerse, por una parte al trabajar con material mal calibra-
do v por otra los propios de las mediviones de pequellos voliimenes
de liguide,
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SUMMATRY

A variant is deseribed in the diagnosis technie, in the comple-
ment fixation test for Chagas’disease, publishe by the “‘Direccion
de Lucha contra la Enfermedad de (‘hagas del Ministerio de Asis-
tencia Social y Salud Piubliea de la Nacién™.

A simple way of preparing with great accuracy the dilution of
the haemolyti¢ serum is given, eliminating the possible mistakes
that could be commited, on the one hand dne to wrongly calibrated
instruments and on the other the usual one in the measurement of
small amounts of liquid.
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