CAPITULO XVIII

METODOS DE EXAMEN DEL LIQUIDO
CEFALO-RAQUIDEO

REACCIONES D E LAS GLOBULINAS

Hemos visto en € capitulo correspondiente que los prétidos
presentes en € le.r, norma son las adbiminas y las globulinas.
Estas Ultimas se encuentran en cantidades infimas. En numero-
sas dfecciones del sistema nervioso central las globulinas pue
den sufrir aumento considerable que interesa conocer. Habitual-
mente su investigacién se hace con diferentes reacciones que dan
resultados negativos ante las cantidades de globulinas normales,
pero que se hacen positivas cuando aguellas se encuentran aumen-
tadas. Una serie grande de sustancias se han propuesto para esta
investigacion  cuadlitativa, veremos aguna de dlas.

’ REACCION D E PANDY (%)

Es la més frecuentemente utilizada por lo sencilla y por la
pequefia cantidad de l.c.r. empleada

Soluciones. ~- Se emplea la técnica de preparacion de ZALO-
ZIECKI (1398) :

Acido fénico cristalizado . . ... .......... 8 a 10 grs.
Aguadestilada....................... 100 C.C.

Agitar fuertemente la mezcla y llevarla a la estufa a 377
durante 24 horas y luego dgarla a temperatura ambiente por
varios dias. Por encima de la capa oleosa de é&cido fénico queda
la solucion acuosa saturada que es € reactivo de Pandy, que se
decanta y se guarda en frasco oscuro.

Técnica.

1) En un tubo de hemolisis colocar 1 c.c. de reactivo de
Pandy.

2) Agregar 1 gota.de l.c.c.,, agitar.

3) Hacer la lectura a los 3 minutos.
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Lectura. — Se hace sobre fondo oscuro, |0 que permite apre-
ciar mejor la opalescencia o la turbidez producidas por los liquidos
patoldgicos. Es aconsgado por algunos autores, la comparacion
con un le.r. normal, lo que facilita la apreciacion de las pequefias
opalescencias.

Los resultados se expresan de la siguiente manera

@) La mezcla no cambia de aspecto. Reace. negativa (—).
b; Opalinidad, reaccion positiva (4).

¢) Enturbiamiento, reaccion postiva (+4 ) .

d) Enturbiamiento fuerte, reaccion positiva (4-4-+).
e) Enturbiamiento lechoso, reaccion positiva (4++44+) -

Para KAFKA (139) y LEVINSON (1400) |a reaccion es un indice
de la fraccién globulinica del l.c.r. Sin” embargo Pandy dice que
€s una prueba para abuminas y globulinas. ScHMIDT (1401? no
cree tampoco que sea una reaccion definida para las globulinas.
Sin embargo, es la reaccion que satisface més en la préctica y
la que corrientemente se rediza

Algunos autores frente a una reaccion de Pandy negativa,
admiten un vaor normal de los prétidos del l.e.r. Son de esa
opinion ZALOZIECKI ( %), GREENFIELD ( 1402) ESKUCHEN (1403)
y NEEL (***).

OBARRIO Y RECHNIEWsKI (%) en un brillante trabgjo sobre
las globulinas dd le.r, afirman que la reaccion no es nunca po-
sitiva, sin un aumento de los prétidos.

IzIKowiTZz (**°¢), MADONICK Yy SAVITsKY (1407), dicen que
un Pandy negativo no excluye la posbilidad de un aumento de
los protidos.

En nuestra experiencia en la inmensa mayoria de los casos
un Pandy negativo corresponde a abuminorraguias normales.

REACCION DE NONNE-APELT ( ™)

Es con ‘la reacciéon de Pandy la mas frecuentemente utili-
zada en nuestro medio.

Reactivo.
Sulfato de amonio g.p. . . ... ..... 85 grs.
Aguadestilada. ................. 100 c.c.

Colocarlos en vaso de Erlenmeyer y calentar la mezcla hasta
la disolucion completa de la sd. Dear enfriar y filtrar. La solu-
cion debe ser neutra frente a papel de tornasol.

Técnica.

1) Colocar en un tubo de hemoliss 0 c.c. 5 dé reactivo.
2) Agregale 0 cc. 5 de ler. y agitar.
3) Hacer la lectura a los 3 minutos.

. Lectura.

Se procede de igua manera que en la reaccion anterior, y.
se expresa de acuerdo a los grados de turbidez que ya vimos.
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J. BAPTISTA DOs REIS (***°) hace la lectura de la turbidez
en e nefedldmetro de Pulfrich expresando los valores en turbidez
absoluta, evitando asi la poco precisa terminologia que se usa
corrientemente.

En los casos normales la reaccién de Nonne-Apelt da vao-
res comprendidos entre 0,006 y 0,015 en tanto que en los casos
patol6gicos  pueden observarse” valores de 0,080 o mismo maés
atos. En nuestra opinion, ta modificacion es una complicacion
técnica poco préctica y no creemos tenga divulgacion.

REACCION DE ROSS JONES ()
No es més que una modificacion de la anterior.
Reactivo. = Igua que € utilizado en la reaccion de Nonne-

Apelt.
Técnica.

1) Colocar en un tubo de hemolisis O c.c. 5 de reactivo.

2 Superponerle 0 c.c. 5 ded ler. haciendo dedizar a este

ajavemente por las paredes dd tubo para evitar que se mezcle
reactivo.

Lectura.

Se hace también sobre fondo oscuro. En los casos positivos
aparece en € punto de contacto un anillo blanquecino tanto mas
fuerte cuanto mas intensa sea la reaccion la que se informara
como los casos anteriores por medio de cruces.

Si @ anillo no aparece a los 2 minutos la reaccibn se con-
sidera negativa. La prueba no debe leerse pasado ese periodo
de tiempo.

En la préctica se redliza primero la técnica de Ross Jones,
or superposicion, y luego se agita e tubo y se tiene entonces
a reacciéon de Nonne-Apelt.

Las reacciones de Nonne-Apelt y Ross Jones son utilizadas
sobre todo por los americanos e ingleses. Desde e punto de vista
tedrico, la reaccion de Nonne-Apelt es la Unica ecifica de las
globulinas, puesto que estas precipitan por € sulfato de amonio
a media saturacion ; no sucede lo mismo con la de Ross Jones
pues en € punto de contacto la concentracion de sulfato de
amonio es. del 85 %, o sea una solucion saturada, que precipita
no sélo las globulinas sino también las abiminas.

REACCION DE NEWMAN ()
Reactivo.

Acido tanico qp. ...l 5 grs.
Solucion de &cido fénico d 2 % . . . 100 c.c.
Técnica..
1) Colocar en un tubo de hemoliss 1 c.c. de reactivo.
2) Degar caer 1 gota de le.r.
3) Esperar un minuto y proceder a la lectura
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Lectura.

Se hace y se expresa de igua manera que la de Pandy.

Segin € autor, esta reaccion tiene igua senshbilidad que la
de Pandy. La ventgia de la reaccion de Newman sobre aguéla
es que una vez acanzado € maximo, a minuto, se mantiene esta
cionado durante mayor tiempo.

REACCION DE WEICHBRODT (i#4)
Reactivo.
Reactivo de mercurioqg.p. . .. ...... 1 gr.
Aguadestilada.................. 1000 c.c.
Técnica.

1) Colocar en un tubo de hemoliss 0 c.c. 3 dd reactivo.

2) Agregar 0 c.c. 7 de ler. y agitar suavemente.
3) Proceder inmediatamente a la lectura

Lectura.

lgual que en las reacciones anteriores.
La reaccion presenta una sensibilidad comparable a la de
Nonne-Apelt.

REACCION D E  NOGUCHI (%)

Reactivo.
1) &cido butirico purismo ........... 10 grs.
agua dedilada e.s.p. .............. 100 CC.
2) hidréxido de sodio ............... 4 grs.
agua dedilada csp. ...l 100 CC.
Técnica.

1) en tn tubo colocar 0 cc. 1 de 1cr. y 0 cc. 5 de la
solucion de &cido butirico.

2) cdentar hasta ebulliciéon y agregar répidamente 0 cc. 1
de la sol. de soda

3} hervir  nuevamente.

Lectura.

En los casos positivos aparece un precipitado granuloso o
coposo que luego se deposita en e fondo del tubo. No deben to-
marse como positivo los enturbiamientos difusos.

Esta reaccién, agrega a su poca practicidad una menor
%engjbilidad frente a las otras reacciones por lo que ha sido aban-
onada.

PRUEBA®DEL ALCOHOL

Reactivo.

) Alcohol etilico a 95°

Técnica.
1) En un tubo de hemolisis colocar 1 c.c. de acohal.
2) Agregar 1 gota de lc.r.

16



242 CONSTANCIO C’ASTELLS y JORGE GHERARDI

Lectura.

En los casos positivos aparece una turbidez o precipitacion.
Los liquidos normales dan una ligera opaescencia

Hemos ensayad0 repetidas veces esta reaccion y considera-
mos, que como los liquidos normales pueden dar, como ya hemos
visto, una ligera opalescencia, en manos poco experimentadas
puede llevar a considerar como positivas una reaccion negativa,
por este hecho no la aconsgamos.

Reaccion de Sagastume, Vucetich y Gherxi.

Reactivo.
Sulfatodeamonio . . ............. 50 grs.
Acido sulfosalicilico. . ............ 1 gr.
Acido fénico,.................. 3 grs.
Aguadedilada .................. 100 cec.
Técnica.

13 En un tubo de hemolisis colocar 1 c.c. de reactivo.
2) Superponer 0 c.c. 5 de le.r.
3) Proceder a la lectura luego de 5 minutos.

Lectura.

~ En los casos postivos en la zona de contacto aparece un
anillo  blanquecino.

Sensibilidad de las diferentes reacciones para investigar las
globulinas

~ En orden decreciente, la sensibilidad de las diferentes reac-
ciones es*la siguiente :

1°) Reacciones de Pandy y Newman. _
2?) Reacciones de Nonne-Apelt, Ross Jones y Weichbrodit.
3?) Reaccion de Noguchi.

Eleccidén de las reacciones de las globulinas

Dada la gran senshilidad y la pequefia cantidad de l.c.r. ne-
cesaria, la reaccion de Pandy es la més aconsgable y la més
utilizada. Realizamos nosotros ademas, la reaccion de Nonne-
Apelt y Ross Jones.

En caso de ser muy pequefia la cantidad de ler. enviada
para examen, realizamos solamente la reaccion de Pandy.

[ ]

DETERMINACION DE LOS PROTIDOS TOTALES

Todos los métodos de dosificacion de prétidos en liquidos
biologicos pueden ser aplicados a le.r.; hacen exclusion los mé-
- todos densimétricos, dado el pequefio tenor en sustancia proteica
gue generamente tienen.
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Haremos una revida critica sucinta de agunos de los dife-
rentes métodos preconizados y describiremos [uego los utilizados
por nosotros en-la practica diaria

METODOS GRAVIMETRICOS

Dado su poca precticidad y € requerimiento mas 0 menos
grande de materid, hacen que no seen utilizados en la dinica

METODOS VOLUMETRICOS

_Entendemos como tales € procedimiento de Kjeldahl con
dedtilacion. Este principio ha sido alollcajo por RAPPAPORT
LASOWSKI (14) y por BERNHARD (1) para la dosficecion de
los protidos en ‘d l.e.r. en pequena cantidad de liquido. Utilizando
volimenes mayores de l.cr., & procedimiento de Howg (4°) se
ha utilizado como control de los otros métodos empleados.

METODOS COLORIMETRICOS

__ La utilizacion del principio de Kjeldehl puede hacerse tam-
bién por procedimientos colorimétricos, tal como lo hacen WALTER
y BaksT (M17) paa la dosficacion de prétidos en € le.r.

Otros metodos colorimétricos utilizados en la clinica y que
han tenido aceptacion son los basados en la coloracion de la tiro-
sina con € reaxctivo de los fenoles, preconizada por primera vez
por Wy (%) para la determinacion de los protidos totales en
sangre.

gPosterlormente Linc (1#19) |0 aplica a ler. Més tarde
Hewitt (#2) 10 modifica y lo utiliza paa € esudio dd frac-
cionamiento proteico en € mismo humor. Con @ mismo principio
MaTz y Novick (*2') crean un método de dosficacion. En nues-
tro médio GIANNETTO (1*22) ha divulgado un méodo de dosifi-
cacion, que 0 en d principio de’la coloracion obtenida con
e reactivo de los fenoles frente a la tirosina, tiehe la ventga
sobre 10s métodos anteriores propuestos, de la poca cantided de
ler, utilizada, 1 c.c., que permite no solo la dosficacion de los
protidos, sno también la de la glucosa y cloruros.

METODOS DIAFANOMETRICOS

. Son los procedimientos més corrientes de uso en la- dinica
y tienen gran vdor préctico. » _
~ Se basan todos dlos en la absorcion de la luz, por d preci-
pitado proteico obtenido por diferentes reactivos I)_/ Su compara-
cion con un, padron proteico utilizado como. tipo. La comparacion
con la solucion tipo se hace con una serie de tubos en @ método
de MESTREZAT (12°) y de KINGSBURY, CLARK, WILLIAMS ¥ PoOST
(1424) ; en d nefddmetro en los méodos de Denis Aver (14%9) y
AYER, DaILEY y FREMONT SmiTH (%) y en el fotébmetro en la
tecnica de pos REeis (14%7).
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Ademés de las criticas generales ‘inherentes a todoslos mé-
todos nefelométricos se tpueden agregar otros en el caso particu-
lar que tratamos: dosificacion en el le.r. de un conjunto de
albiminas y globulinas, variables en sus cantidades reativas, y
ca%ages ellas de dar, a igual concentracion, distintos grados de
turbidez.

METODOS BASADOS EN LA MEDIDA DE UN VOLUMEN
PRECIPITADO

Entre estos métodos-estan los de NissL ( *#2%), el de SiICARD y
CANTALQUBE, el de KAFkA y RAUTENBERG (142), etc. Son aun
utilizados por numerosos laboratorios, a pesar de ser tedrica
mente muy inexactos, consideran sus defensores que a pesar de
ello, tienen en la practica suficiente valor para los fines clinicos.

METODOS CRONOMETRICOS

De uso muy generalizado en nuestro medio. Primeramente
utilizado en orina por Roberts, Stolnikow y Brandberg, fué apli-
cado a ler. por ZALOZIECKI (!4%°). Son metodos con grandes
errores y muy ligados a factor personal. Sirven solo como dis-
criminacién grosera entre liquidos con contenido proteico nor-
ma 0 patoldgico.

Pasaremos ahora a la descripcion de los métodos utilizados
por nosotros en la determinacién de los prétidos totales en € l.e.r.

METODO DE KINGSBURY, CLARK, WILLIAMS y POST ()

1]

Reactivos.
1 ]

1) Soluciones padrones.
a) En un frasco de Erlenmeyer de 250 c.c., hacemos una

marca a la atura de los 200 c.c. Colocamos en é aproximada
mente 150 c.c. de agua dedtilada y 20 grs. de gelatina pura. Ca
lentamos a temperatura de 45° a 50° hasta su disolucién. Com-
pletamos luego con agua destilada hasta la marca de los 200 c.c.
Afiadimos luego, media clara de huevo, mezclamos hien por agi-
tacion y llevamos a bafio maria hirviendo durante 30 minutos.
Filtramos en cadiente, a través de papel de filtro Whatman Ne¢ 4,
doblado. El filtrado debe ser perfectamente claro, aunque débil-
mente amarillento. En e momento del uso agregamos por cada
100 c.c. de filtrado O ems. 3 de formol a 40 .

b) En una probeta graduada de 50 c.c. colocamos O grs. 25
de sulfato de hidrazina, que se disuelve en 25 c.c. de agua des
tilada. Le afladimos luego 2 grs. 5 de urotropina disueltos en
aproximadamente 15 c.c. de agua destilada Completamos ahora
con agua destilada hasta la marca 50 c.c. Degamos reposar la
mezcla y luego de 15 horas se formard un precipitado blanco
-amorfo, € que por inverson suave en la probeta se distribuye
uniformemente.
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c) Tomamos 14 c.c. de la mezcla anterior y se afiaden a
100 c.c. de la solucion @) , agitando suavemente. Se obtiene pro-
cediendo de esa manera un enturbiamiento equivalente a 1 gr. de
proteinas por litro. De esa solucion se preparan padrones de O
gr.ad 90, O gr. 80, etc., diluyéndola de acuerdo con el siguiente
cuadro :

Valores del padrdén en Cantidad en g.e. del Cantidad em e.¢. de In

grs. por litre. padrdn al 1% solucién de gelntinn
1,00 10,0 0,0
0,9 9,0 1,0
0,80 8,0 2.0
0,70 7.0 3.0
0,60 6,0 4,0
0,50 , 5.0 5,0
0,40 490 6,0
0,30 3.0 7,0
0,20 2,0 8,0
0,10 1,0 9,0

-

Estas diluciones se colocan en tubos de hemolisis de iguales
dimensiones, se tapan y s¢ sellan con lacre. Se dejan enfriar a
la temperatura ambiente. Los padrones obtenidos pueden ser
utilizados durante 8 a 10 meses.

2) Acido sulfosdicilico a 3 9.

Técnica.

1) Colocamos en un tubo de hemolisis, de iguaes dimen-
siones a de las soluciones padrones, 1. c.c. de l.e.r.

2) Agrégamos 3 c.c. de la solucion acido sulfosalicilico.
Mezclamos bien por inversion de tubo.

3) Degamos en reposo 5 minutos y comparamos € grado
de enturbiamiento con los tubos padrones sobre fondo oscuro.

En caso de encontrar valores superiores a 1 gr. por litro,
repetimos la prueba con l.e.r, diluido, para que procediendo de
la manera anterior, se obtenga una turbidez que corresponda a
la escala de los padrones. Con este método, las proteinas en e
Le.r. norma estdn en los drededores de Ogr.30 por litro.

METODO D E GIANNETTO (*=)

Las proteinas del l.e.r. se precipitan por € &cido tungstico.
Se hidroliza € precipitado y se le trata con d reactivo de los
fenoles, comparando € color desarrollado con & de una solucién
padrén de tirosina tratada de igual manera

Reactivos.
1) Solucién de tungstato de sodio a 10 %.
2) Solucion de acido sulfurico 2/3 N.
3) Solucion de hidroxido de sodio ad 5 %.
4) Solucion madre de tirosina.
Tirosina qp. ... 50 mgrs.
Soluciéon de &cido clorhidrico N/10 . 250 c.c.
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Esta solucion contiene 0 gr. 200 de tirosina por litro, 1 c.c.
contiene pues, 0 mgr. 2.

5) Solucion saturada de carbonato de sodio;

Carbonato de sodio anhidro .. ... .. 28 grs.
Agua destilada . . . ............... 100 c.c.

6) Reactivo de los fenoles.
En un frasco de Erlenmeyer de 1000 c.c. colocamos:

Tungstatodesodio . ............. 50 grs.
Molibdato de sodio . . . . ... ........ 17 grs. 50
Agua destilada . . . ............... 350 c.c.
Acido fosforicoal 85 % .......... 25 cc.
Acido clorhidrico concentrado . . . . . 50 C.C.

Hervir suavemente durante 10 horas con condensador a re-
flujo. Enfriamos y afiadimos:

Sulfatode litio . . .. .............. 75 grs.
Agua destilada .................. 25 cc.

Agitamos hasta la completa disolucion, y afiadimos algunas
gotas de agua de bromo. Hervimos libremente para expulsar el
bromo en exceso. Enfriamos y llevamos a 500 c.c. con ‘agua des-
tilada y filtramos.

Técnica.

1)  Enun tubo de centrifuga graduado, rotulado M, coloca-
mos 1 c.c. de l.e.r. y le agregamos 0 c.c. 5 de la solucidn de tungs-
tato de sodio y 0,5 c.c. de la solucién de acido sulfirico. Agitamos
y dejamo} en reposo durante 30 minutos.

2) Completamos con agua destilada hasta 10 c.c., agitamos
y centrifugamos 15 minutos a 3.000 revoluciones.

3) Volcamos el liquido sobrenadante, que es utilizado, como
luego veremos para otras dosificaciones, dejando escurrir bien
el tubo y secando su boca con papel de filtro.

4)  Agregamos 0,05 c.c. de la solucion de hidroxido de sodio,
tapamos el tubo con una gasa y llevamos a bafio maria hirviendo
por 15 minutos. Enfriamos y agregamos agua destilada hasta
la marca de 4 c.c.

5) La solucién testigo la preparamos tomando 1 c.c. de la
solucion de tirosina a la que se afiade 9 c.c. de agua destilada; de
esta solucién tomamos 2 c.c. y la llevamos a un tubo graduado,
rotulado T y le agregamos agua destilada hasta los 4 c.c.

6) Agregamos a ambos tubos, desconocido y testigo, 0,5 c.c.
de reactivo de los fenoles y 1,5 c.c. de la solucion saturada de
carbonato de sodio, agitamos, invirtiendo suavemente los tubos.

7) Dejamos en reposo durante 20 minutos y comparamos el
colorimetro.
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Célculo. ==

X 0,52 — grs. de proteina por litro de lLe.r.

Con esie método los valores de proteina normales en e Le.r.
estdn comprendidos entre 0 gr.25 a O gr. 40 por litro.

Fraccionamiento proteico en el Le.r. — Dosificacion por separado
de las albiminas y globulinas

La separacion de las ablminas y globulinas estd basada en
iguales fundamentos que los utilizados para otros liquidos biol6-
gicos, es decir, la precipitacién de las globulinas con sulfato de
amonio a media saturacion. En & le.r. & problema técnico es
mayor, dada la pequefia cantidad de liquido a nuestra disposicion
y sSu pobreza en sustancias proteicas.

Los diferentes métodos descritos dosifican por una parte las
proteinas totales, por otro, las globulinas. Las abuminas se ob-
tienen por diferencia de esos valores. .

Samson (1431) utilizando tubos de centrifuga especial, deter-
mina las proteinas totales por la medida del volumen del precipi-
tado obtenido con € reactivo de Esbach, y las globulinas por su
precipitacion con sulfato de amonio a media saturacion, su rediso-
lucion posterior en suero fisiolégico y precipitacion subsiguiente
por € reactivo de Esbach, y la medida del precipitado asi obtenido.

HewiTT (1482) pasandose en & método de Wu y Ling, preci-
pita las proteinas totales por € &cido tiingstico y las globulinas
or sulfalo de amonio a media saturacion. A ambos precipitados
os hidroliza y les agrega luego reactivo de los fenoles comparando
e color desarrollado con & de una solucién de tirosina, tratada
de iguad manera - ) o

ATz y NqvicH (1438) utilizan un método similar.

Dos REIs (18¢) diguiendo los mismos principios generales,
dosifica nefelométricamente las proteinas totales y las globulinas,
comparandolas con una solucién tipo obtenida a partir de una
mezcla de suero sanguineo humano.

METODO DE MATZ y NOVICH (Y%} MODIFICADO

Determina por un lado los prétidos totales y por otro las
globulinas, precipitadas por sulfato de amonio a media saturacion.
Los precipitados hidrolizados son tratados por e reactivo de los
fenoles.

Determinacion de las proteinas totales.—
Seguimos la técnica de Gianetto, descrita en la péagina 245.

Determinacién de las globulinas. —

ReacTivo. — 1) Solucién saturada de sulfato de amonio.
Sulfatodeamonio .. ............. 85 grs.

Agua destilada ...,.. 100 CC.
Disolver en caliente: .
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~Se utilizan ademas los reactivos descritos en la técnica de
Gianetto para la dosificacién de 18s prétidos totales.

TEcnica. — 1)  En un tubo de centrifuga graduado coloca
mos 5 c.c. de ler.y 5 c.c. de la solucion saturada de sulfato de
amonio. Agitamos y llevamos a bafio maria a 56° durante 30
minutos.

2) Centrifugamos a 3.000 revoluciones durante 15 a 20 mi-
nutos. Decantamos el liquido sobrenadante, secando bien la boca
del tubo con un papel de filtro.

3) Agregamos a precipitado 1 c.c. de la solucién de tungs-
tato de sodio y agitamos bien hasta su disolucion: agregamos 4
c.c. de agua y 1 c.c. de la solucién de é&cido sulfurico. Mezclamos
bien por inversién de tubo y centrifugamos durante 10 a 15
minutos a 3.000 revoluciones.

4) Decantamos el liquido sobrenadantedy agregamos al
precipitado 0,5 c.c. de la solucion de hidroxido de sodio, tapamos
el tubo con una gasa y llevamos a bafio maria hirviendo durante
15 minutos. Enfriamos y agregamos agud destilada hasta los 4 cc.

5) Paa la preparacion de la solucion de tirosina tomamos
1 c.Cc. de la solucion madre y agregamos 9 c.c. de agua destilada ;
de esta solucién tomamos 2 c.c. llevando a un tubo graduado ro-
tulado T y completamos a 4 c.c. con aguna destilada

6) Agregamos a ambos tubos, desconocido y testigo, 0,5 c.c.
de los reactivos de los fenoles y 1,5 c.c. de la solucion saturada de
carbonato de sodio. Agitamos por inversion de los tubos.

7) Degamos en reposo durante 20 minutos y comparamos.
a colorimetro.

Céleulo. —
»
5 0,6 . .
—_ = grs. de globulina por litro de le.r.
M 5

Determinacion de las albdminas. -
Proteinas totales por litro -- globulinas por litro = grs. de
abumina por litro de l.c.r.

DOSIFICACION DE AMINOACIDOS

(Méodo de FOLIN) (1433).

Fundamento. — Basada en la reaccién coloreada que estos
cuerpos dan con e é&cido a naftoquinoneulfénico en medio aca
lino.

Reactivos.

1) Solucion de « naftoquinonsulfonato de sodio a 0,5 %,
Lecientemente preparado, puesto que se oscurece a cabo de pocas
oras.
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2) Solucion de hidroxido de sodio a 1 %, que sirve para dar
a los liquidos la reaccion adecuada

3) Solucion acetoacética.

Acido acéticoa 50% . . . .. ... ... 50 c.c.
Solucién acuosa de acetato de sodio a 5 % 50 c.c.

Retarda por su accion amortiguadora e enturbiamiento pro-
ducido por la precipitacion del hiposulfito y aumenta por otra parte
la intensidad del color del compuesto aminoécido-quinona formado.

4) Solucion de hiposulfito de sodio d 4 %.

5) Solucién de tungstato de sodio a 10 %.

6) Solucion de é&cido sulfarico 2/3 N.

*7) Solucion alcohdlica de fenolftaleina al 0,25 %.
8) Solucion padron de aminoacido.

Solucién  madre.

Disolver 0 gr. 5353 de glicocola en 1.000 c.c. de &cido clo-
rhidrico N/10. Esta solucién contiene 0 mgr. 1 de nitrégeno
por c.C.

Solucién tipo.

Soluciénmadre. . ......... ... .. ... 7 CC.
Solucién de acido clorhidrico N/10 c.s.p. 10 cc.

Cada c.c. de esta solucion contiene O mgr. 07 de nitrégeno.
Técnica.

1) En un tubo de centrifuga colocamos 2 c.c. de ler. Yy
le afiadimod 2 c.c. de agua destilada, 0,6 c.c. de la solucién de
tungstato de sodio y 0,5 c.c. de la solucién de &cido sulfurico,
Deglamos en reposo durante 5 minutos y luego centrifugamos.

2) En una probeta de 10 c.c., rotulada M, colocamos 4 c.c.
del liquido claro sobrenadante; en una probeta de 25 c.c, ro-
tulada T, vertemos 1 c.c. de la solucion tipo de aminoacido.
A cada probeta agregamos 1 gota de la solucién alcohdlica de
fenolftaleina y ademés a la probeta marcada T, 1 c.c. de la solu-
cion de hidroxido de sodio a 1 %.

3) A la probeta marcada M, le agregamos gota a gota,
solucion de hidroxido de sodio hasta acanzar una coloracion
estable e igual a la de la probeta T.

4) A la probeta M le afiadimos 0,8 c.c. del reactivo naf-
toquindnico y a la probeta T, 2 c.c. de la misma solucién. Agi-
tamos ambas probetas y dejamos en reposo 24 horas en la
oscuridad.

5) A la probeta M se le afiaden 0,8 c.c. del reactivo aceto-
acético e igua cantidad de la solucion de hiposulfito. A la pro-
beta T se l€ agregan‘2 c.c. de cada una de esas soluciones.

6) Completamos con agua hasta la marca 10 c.cC.
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Cdlculos.
T .
-E-)-- X 1,75 = miligrs. de nitrégeno aminado por 100 c.c.
de Le.r.
REACCION DEL TRIPTOFANO (**)
Reactivos.

1) Acido clorhidrico concentrado.

2) Solucién de formol al 2 9.

3) Solucion de nitrato de sodio & (,6 por ciento.

Técnica.

1) Colocamos en un tubo de ensayo 2 c.c. de lc.r., le afia
dimos 0,5 c.c. de &ido clorhidrico y 2 6 3 gotas de la solucidn
de formol. Agitamos bien e tubo y degamos en reposo durante
5 minutos.

2) Superponemos 2 c.C. de la solucion de nitrato de sodio
dejando en reposo por 2 a 3 minutos.

En los casos positivos aparece en la superficie de contacto
un anillo de color violeta

PRUEBA DE LEVINSON ()
Reactivos.

1; Solucion acuosa de acido sulfosdicilico a 3 por ciento.
2) Solucion acuosa de bicloruro de mercurio a 2 por ciento.

Técnica.

Se utilizan tubos delgados de fondo plano.

1) En dos tubos se colocan en cada uno 1 cc. de le.r.; a uno
de dlos rotulado S, agregar 1 c.c. de la solucién de acido sulfo-
sdlicilico y a otro, rotulado B, 1 c.c. de la solucién de bicloruro.

2) Dejamos en reposo 24 horas a la temperatura ambiente.

3) Medimos con ayuda de una regla la atura de los sedi-
mentos de ambos tubos.

En lecr. normales & sedimento en ambos tubos es muy pe-
qguefio. En las menin%itis supuradas € sedimento en e tubo S
es considerable, y por lo regular tres veces superior al de tubo B.
En las meningitis bacilares ocurre lo contrario y la precipita-
cion en e tubo B es tres veces mayor que la obtenida en €
tubo S. Para los fines diagndsticos no interesa la cantidad depo-
stada, sino la dtura relativa en milimetros de los sedimientos.
Algunas veces e precipitado no se deposita, sSiho que pequefios
floculos quedan adheridos a las paredes del tubo, es aconsgable
en esos casos, agitar ligeramente los tubos, dos a tres horas
antes de hacer la lectura
. Si no hubiera formacion de precipitado, repetimos la prueba
usando una solucion de bicloruro de mercurio a 2 9% y de &cido
sulfosdlicilico a 6 %.
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Urea

S queremos dosificar con toda rigurosdad la urea, tenemos
que recurrir a los métodos especificos, tales como |os que utilizas
d xatidrol (%), la ureasa (14%) etc. Es suficiente, Sn em-
bargo, para las necesdades clinicas, la técnica dd hipobromito
de Knop (I 1440) v HUPNER (%) modificada, que sélo nos da un
indice de la caitidad de compuestos que degprenden nitrogeno
bao la accion de los oxidantes. Podemos gmitir en esta dosifi-
cacion la_desalbnminacion, dedo €@ pequefio contenido en pré-
tidos del l.c.r, S se tratara de liguidos patologicos con ato con-
tenido proteico, més de 3 grs,, se llevara a cabo la desproteinizacion
con é&cido tricloroacético.

Reactivos.

1) Solucion de hidréxido de sodio a 30 %,
2) Solucion dcohdlica de fendlftdeina d 1 %.
Solucion de hipobromito de sodio.

LeiadesodaD 1,33 . . . .. 5 CC.
Aguadedilada.......... 100 cc.
Bromo ................. 15 grs.

En la mezda de aguaY soda, introducimos la punta ligera
mente calentada de |.a ampaolla que contiene & bromo ; esto pro-
duce su ruptura y a medida que € bromo desciende, sn sacar
el pico de la. anpolla de la mezcla, agitamos ‘con ‘una varilla de
viario_hagta la completa disolucion.

4) Solucion de &cido tricloroacético d 10 %.

Técnica. ~ L.Cr. 9n desabuminar.

1) Cqlocamos 2,5 C.C. de ler. en la cuba dd uredmetro
de Ambard y con ayuda de una pequefia cantidad de agua des-
tilada lo hacemos pasar d _interior dd aparao, ayudandonos
ge compresiones y decompresiones suaves y sucesvas, de la pera

e goma,

g_2) Seguimos  introduciendo agua dedtilada en peguefias
fracciones, ayudandonos con la pera de dqoma, hasta que apretada
éda a fondo, d liquido dcance @ nive de la llave, incdluso su
orificio, y_entonces procedemos a su_cierre. y

3) "Colocamos en la cuba del uredmetro 5 c.c. de la solucién
de hipobromito de sodio y abriendo la llave se les dgja penetrar
lentamente a aparato, por decompresidon de la pera, dgando
un, pequefio resto de hipobromito en la cuba _(%ue e deprecia
Eglj uagamos con agua la parte superior para evitar la proyeccion
de hipobromito. .

_4) Agitanos violentamente la pera por unos Mminutos 'y
findmente ™ colocamos € aparato en posicion vertica, dgando
asl que se relina en la parte superior del vastago @ gas despren-
dlo;o,lprocedlendo a la lectura de su volumen.

Cidleulo.

Cada décima de _c.c. de gas desprendido corresponde a 0,10
gr. de urea por 1.000 de l.c.r.
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Técnica con le.r. desalbuminado.

1) En un tubo de centrifuga colocamos 4 c.c. de ler. vy
4 c.c. de la solucion de &cido tricloroacético ; agitamos, dgjamos
en reposo unos minutos y centrifugamos.

2) Llevamos a la cuba del ureémetro 5 c.c. del liquido
claro sobrefiadante, le agregamos 1 gota de la solucion de fenolf-
talefna y solucién de soda hasta la aparicién de un débil color
rosado. Procedemos luego de igua manera que en € caso an-
terior y realizamos & cdculo en la misma forma

CREATININA

Método de FOLIN-WU (1442),

Fundamentos. — La creatinina frente a una solucién de
picrato de sodio (reactivo de Yaffé) da una coloracion roja
que es comparada con una solucion tipo de creatinina tratada
de igual manera.

Reactivos.

1) Soluciéon madre de credtinina

Creatininapuray seca. . ........ Ogr1l

Acido clorhidrico N/10 ¢.s.p. . ., . . 100 e.c.
2) Solucién tipo de creatinina.

Solucion madre  .......... ..... 1CC 5

Solucion de &cido’  clorhidrico N/10 0 CC

Aguadediladaesp............. 250 c.c.

Esta sglucién contiene 6 miligrs. de creatinina por mil.
3) Solucién saturada de é&cido picrico.

Acido picrico . . ........ ... . ..... 15 grs.
Aguadesilada e.s.p. . . .. ... .. , .. 1000c.c.

. Conviene hervir esta solucion para que se disuelva bien e
&cido picrico y que e exceso cristalice por enfriamiento.

4% Solucién de hidrbxido de sodio a 10 %.
5) Solucion de tungstato de sodio d 10 %.
6) Solucion de acido sulfurico 2/3 N.

Técnica.

1) En un tubo de ensayo colocamos 2 ec.c. de ler., 1 c.c.
de la solucion de tungstato de sodio, 1 c.c. de la solucién de é&cido
sulfirico y dejamos en reposo durante 10 minutos. Agregamos
luego 16 c.c. de agua destilada y filtramos.

2) A 10 c.c. del filtrado colocado en una probeta rotu-
lada M, se le agregan 5 c.c. de la solucion saturada de &cido
picrico y 1 c.c. de la solucién de hidroxido de sodio.

3) En otra probeta, marcada T, colocamos 2,5 c.c. de la
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solucién tipo de creatinina, 7,5 c.c. de agua dedtilada, 5 c.c
de la solucién saturada de acido picrico y 2 c.c. de la solucidon
de hidréxido de sodio.

4) Esperamos 15 minutos y comparamos al colorimetro.

Calculos.
T
- X 1,5 = miligrs. de creatinina por 100 c.c. de Le.r.

ACIDO URICO
Método de BROWN (1#43),

Fundamentos. — El color producido por la accion del reac-
tivo fosfotlngstico con e é&cido Urico en € filtrado libre de pro-
teinas del lex., es comparada con una solucién tipo de &cido
Urico tratada de iguad manera.

Reactivos.

1) Solucion madre de &cido Urico. — Pesar exactamente
1 gr. de &cido drico y colocarlo en un frasco de Erlenmeyer de
500 c.c. En un vaso de Bohemia ponemos 0,45 a 0,50 gs. de
carbonato de litio y 150 c.c. de agua destilada, calentamos a
una temperatura de 55 a 60°, hasta la disolucién, que es favo-
recida por una agitacion constante. Se vierte esta solucion en
e recipiente conteniendo € &cido Urico. Colocamos € frasco
bajo chorro de agua fria, tan pronto aclare e liquido y conti-
nuamos. la agitacion. Pasamos luego el liquido a un matraz
aforado de 1.000 c.c., diluyendo a un volumen de 400 a 500 c.c.
con agua dedtilada. Le ahadimos 25 c.c. de formol y luego de
agitacion, 3 c.c. de &cido acético glacid. Agitamos bien para
expulsar €. anhidrido carbdnico o?/ le agregamos agua destilada
hasta el enrase. Conviene guardar la solucion en frascos pe-
‘quefios, bhien tapados y a abrigo de la luz

Solucion tipo de &cido drico.

Tomamos 2 c.c. de la solucién madre y lo colocamos en un
matraz aforado de 500 c.c., afiadiéndole 1 c.c. ‘de formol y 10 c.c.
de una solucion de acido sulfirico 2/8 N. Diluimos con agua
destilada hasta € enrase

5 c.c. de esta solucion corresponden a 0 mgr. 025 de &cido
urico. Esta solucion se conserva aproximadamente dos meses.

2) Solucién de cianuro de sodio.

Cianuro de sodio . . . . . . L 5 grs.
Agua dedtilada ¢.s.p. . . . . . 100 c.c.

Esta solucion dura aproximadamente 2 meses.

3) Reactivo del &cido drico.

En un frasco de Erlenmeyer de 500 c.c., colocamos 50 grs.
de tungstato de sodio, 40 c.c. de é&cido fosfdrico y unos 350 cC.c.
de agua dedilada. Caentamos suavemente por espacio de dos
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horas, usando un condensador a reflujo. Dgamos enfriar y com-
pIetamos con agua dedtilada hasta los 500 c.c.

4) Solucion de tungstato de sodio a 10 9,

5) Solucion de &cido sulfurico 2/3 N.

Técnica.

1) En un tubo. de centrifuga graduado colocamos 2 c.C.
de l.cr, 1 c.c. de la solucién de tungstato ‘de sodio y 1 c.c. de
la solucion de. é&cido sulfirico. Dejamos en reposo durante 10
minutos, enrasamos a 10 con agua destilada y centrifugamaos
10 minutos a alta velocidad.

2) En una probeta rotulada M, colocamos 5 c.c. dd liquido
claro sobrenadante y le afladimos 2 c.c. 5 de agua destilada

3) En otra probeta, marcada T, colocamos 5 c.c. de la
solucién tipo de éacido Urico y 2 c.c. de agua dedtilada

4) Afadimos a cada probeta, 2,5 c.c. de la solucién de
cianuro de sodio y 0,25 del reactivo de &cido Urico. Comparamos
al colorimetro.

Cdleulos.

T
—— X 2,6 = miligrs. de &cido uUrico por cien de le.r,

Dosificacion de glucosa

La dosficacion de la glucosa en € ler. se rediza aplicando
las mismas técnicas utilizadas en la sangre. Pueden usarse me-
todos volumetricos de gran precision como € Hagedorn-Jensen
(*%) pero en la préctica las técnicas colorimétricas son de més
facil aplihcion. Son elas las que deseribiremos.

METODO D E FOLIN-WU (%)

Se basa en la formacién de subOxido .de cobre en cantidad
proporciona, a la glucosa existente y en la obtenciéon de una
coloracién azul frente a é&cido fosfomolibdico proporciona a la
cantidad de subdxido formado.

Reactivos.

1) Solucidén de tungstato de sodio al 10 %.
2) Solucién de &cido sulfarico 2/3 N.
Solucion cuproalcalina.

Tartrato de sodio ..... 6 grs.
Carbonato de sodio’ anhidro .. . .. .. 3 grs. 50
Bicarbonato de .sndin..... . ....... 10 ors.
Sulfato de sodio crlstahzado ...... 2 grs. 50
Aguadesilada es.p. . .. ... .. ... .. 500 c.c.

El tartrato, el carbonato y el bicarbonato se disuelven
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juntos en frio en 300 a 350 c.Cc. de agua destilada; se le afiade
el sulfato de cobre disuelto en 50 a 60 cC.c. de agua y se completa

a 500 c.c.
2) Reactivo fosfosulfoacetomolibdico.

Molibdato de sodio cristalizado . . . . 40 grs
Acido fosféricoa85 % .. ......... 5% CC.
Acido sulfdricoa 14 . ............ 40 CC.
Acido acéticoal 9% . ... ........ 20 CC.
Aguadedilada c.sp. . .. ... ... 500 c.c.

En un matraz de 500 c.c. disolvemos & molibdato de sodio
en 100 c.c. de agua destilada y sin dterar el orden agregamos,
agitando, e &cido fosforico, luego e écido sulfurico y por dltimo
e é&cido acético. Completamos con agua degtilada hasta 500 c.c.

Para probar este reactivo se mezclan partes iguales de € y
de la solucién cuproalcalina y s estd en condiciones de uso debe
desaparecer casi completamente e color azul.

3) Solucion madre de glucosa

Glucosapuray seca. .............u.u. 10 grs.
Soluciéon saturada de é&cido benzoico, ec.s.p. 1000 c.c.

La solucién saturada de &cido benzoico se obtiene disolviendo
por ebullicion 3 grs. de &cido benzoico en 1 litro de agua desti-
lada dgandola enfriar y decantando € liquido.

4) Solucion tipo de glucosa.

Tomar 1 c.c. de la solucion madre y llevar a 100 c.c. con
solucién saturada de é&cido benzoico. Queda una solucion que tiene
0 gr. 1 de glucosa ‘por litro.

Técnica. »

1) En un tubo de centrifuga graduado colocar 1 c.c. de l.e.r.
A?regarle 0,5 c.c. de solucion de tugnstato de sodio y 0,5 de la
solucion de é&cido sulfdrico.

Degar en reposo 10 minutos y agregarle 3 c.c. de agua des
tilada, agitar y centrifugar a ata velocidad durante 10 minutos.

2) En un tubo de Folin rotulado M, colocar 2 c.c. dd li-
3uido claro sobrenadante y en otro tubo igual, rotulado T, 2 c.c.

e la solucion diluida de glucosa

3) Agregar a cada tubo 2 c.c. de la solucién cuproacalina
y colocar a bafio maria hirviendo por 6 minutos. Enfriar.

4) Afadir a cada tubo 2 c.c. de la solucion fosfosulfoaceto-
molibdica, enrasar a 25 c.c. con agua destilada y comparar al
colorimetro.

Cdleulo.

T .
— X 0,6 = grs. de glucosa por litro.
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MICROMETODO DE FOLIN Y MALMROS ('#)

Fundamento. = Esta basado en la reduccion del ferricia-
nuro de potasio a ferrocianuro y en la dosificacién colorimé-
trica del ferrocianuro aparecido. Agregando una sal férrica y
acidificando con &cido fosférico, obtenemos una cantidad de fe-
rrocianuro férrico, proporcional al ferrocianuro formado. Como
el ferrocianuro férrico es muy insoluble se le mantiene en sus-
pension coloidal protegido por un coloide, la goma arébiga.
Reactivos.

1) Solucién desproteinizante.

Solucion de tungstato de sodio al 10 % ....
Acido sulfarico2/8 N . ..................
Agua destilada €¢.8.p. . . ... ... 10

Agregar 1 gota de toluol para la conservacion.

o N
000
000

2) Solucion de ferricianuro de potasio.

Ferricianuro de potasio q.p.. .. ... .. 1gr.

Agua destilada c.s.p.. ........... 500 c.c.
3) Solucién de carbonato-cianuro.

Carbonato de sodio anhidro . .... 8 grs.

Solucién de cianuro de sodio al 1 % 150cC.c.

Agua destilada c.s.p............. 500 c.c.

Se disuelve el carbonato de sodio en 100 c.c. de agua desti-
lada, agregandole luego 150 c.c. de la solucion de cianuro recien
preparada y se diluye a 500 c.c. con agua destilada.

4) Solucién férrica gomosa.

Goma arabiga . . .. ...... 30 grs.
Sulfato férrico . ....... 5grs.
Acido fosforico al 85 % . 75 C.C.

Agua destilada c.s.p. .. 1 .000 c.c.

Se coloca la goma arabiga en un mortero, la pulverizamos
Ferfecta_mente y afadiendo unos 30 c.c. de agua destilada fria,
a trabajamos con la mano del mortero hasta obtener una sus-
pensién homogénea. Por otra parte disolvemos el sulfato férrico
en 300 c.c. de agua destilada hirviendo y le agregamos 75 c.c. de
acido fosforico.

Al afadir el acido la solucion de sulfato férrico se decolora,
guedando algunas veces ligeramente turbia.

Dejamos que la mezcla se enfrie y la agregamos agitando,
a la goma del mortero. Con una pipeta le afhadimos solucion
de permanganato de potasio N/10 hasta persistencia de una débil
coloracion rojiza. Completamos a 1.000 e.c. y la filtramos a través
de gasas colocadas en el vastago de un embudo. Mantenemos la

. solucion en la estufa a 37° hasta el dia siguiente y obtenemos asi
un liquido perfectamente claro.
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Mezclando 1 c.c. de la solucion de ferricianuro con 1 c.c.
de la solucion de carbonato cianuro y 3 c.c. de la solucion de
sulfato férrico no debe aparecer color azul.

5) Solucién de glucosa

Glucosa pura y SECa ................... 2 grs.
Solucion saturada de é&cido benzoico, c.s.p. 1000 c.c.

Técnica.

1) En un tubo de centrifuga colocar 4,9 c.c. de la solucion
desalbuminante y le agregamos 0,1 c.C. de l.c.r. medido con pi-
peta a contenido, que se enjuaga varias veces con la solucion.
Agitamos, esperamos 5 minutos y centrifugamos.

2) En un tubo, rotulado M, colocamos 3 c.c. dd liquido
claro sobrenadante; en otro tubo, rotulado T, colocamos 3 c.c.
de la solucion tipo de glucosa

3) Agregamos a cada tubo 1 c.c. de la solucion ferricianuro
y 1 c.c. de la solucion de carbonato y llevamos a bafio maria hir-
viendo durante 8 minutos. Enfriar.

4) Afiadimos a cada uno de los tubos 3 c.c. de la solucion
férrica gomosa, apareciendo una coloracion azul que se compara
al colorimetro.

Célculo.

LI‘M X 0,6 = grs. glucosa por litro.

ACIDO LACTICO (TEC. DE MENDEL Y GOLDSCHEIDER (%)

Fundamepto. — Las proteinas son precipitadas por € &cido
metafosférico. El filtrado es tratado por cobre que precipita los
IGcidos. ElI &cido léactico es transformado en acetaldehido vy
oxido de carbono por la accion del &cido sulfirico en caliente.
Agregamos  veratrol 3/ el color desarrollado es comparado con

ido

una solucién de &c lactico tratada de igua manera

Reactivos.

1) Solucion de &cido metafosféorico a 5 %, recientemente
preparada.
2) Solucion de sulfato de cobre.

@) Solucion saturada de sulfato de cobre

Sulfato de cobre . . . ... .. 30 grs.
Agua destilada ......... 100 CC.

b) Solucibn a semisaturacion de sulfato de cobre.

Solucion sat. de sulfato de cobre . . 1 parte
Aguadestilada. . .............. 1 parte

3) Hidréxido de calcio. 17
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4) Acido sulfarico concentrado. Para poder ser utilizado
no deberd dar color amarillo cuando 3 c.c. del &cido se
mezclan a 0,1 c.c. de una solucion de veratrol a 0,125 por
ciento.

5) Solucion madre de lactato. )

Lactato de calcio cristalizado, con 5 moléculas de agua de

cristalizacion  ....... .. ........ 171 mgrs.
Aguad&stlladacsp .... 100c.c.

Esta solucion contiene 1 miligramo de acido lactico por e.c.
En caso de utilizar la sa anhidra pesar 121 miligramos.
6) Sol. tipo de lactato.

Sol. madre de lactato . . . . . 1CC
Agua dedtilada c.s.p. . . . . .. 100c.c.
7) Sol. de veratrol d 0,28 % en acohol absoluto.

Técnica.

1)  En un tubo de centrifuga colocamos 1 c.c. de l.c.r., 6 c.C.
de agua destilada y 1 c.c. de la sol. de &cido metafosforico. Agi-
tamos fuertemente y dejamos en reposo por 15 minutos.

Centrlfu amos fuertemente y 4 c.c. dd liquido claro so-
bren ante son llevados a otro tubo de centrifuga y adicionados
de 1 c.c. de la solucion de sulfato de cobre a media saturacion y
de 1 gramo de hidroxido de cacio. Dgamos en reposo 30 minutos,
agitando durante ese tiempo varias veces la mezcla

3) Luego de enérgica centrifugacion, tomamos 0,5 dd li-
quido claro sobrenadante y lo llevamos a un tubo perfectamente
limpio y seco, rotulado M.

En otro tubo, rotulado T, colocamos 0,5 de la solucion tipo
de &cido Jactico. A ambos tubos afiadimos g?ota a gota 3 c.c. de
acido sulf drico concentrado a tiempo que la mezcla es enfriada

, en agua helada.

4) Llevamos ambos tubos a bafio maria hirviendo por 4
minutos exactamente, a cabo de los cuales los sumergimos en
agua helada, por 2 minutos.

5) Agregamos a ambos tubos, 0,1 c.c. de la solucién de vera-
trol, mezclamos y degamos en reposo 30 minutos a temperatura
ambiente y procedemos a la comparacion colorimétrica.

Cdlculo.

T
-_\i_ X 10 = miligramos de dcido lactico por 100 c.c.
de l.c.r.

Compuestos cetonicos

Investigacion cualitativa. Reaccion de Zmbert.
Ace tona
Reactivos.

1) Solucion acética de nitroprusiato de sodio.
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Agua destilada....,...... 50 C.C.
Acido acético glacial ...... 50 c.c.
Nitroprusiato de sodio . . . . . 5 grs.

Se disudve € nitroprusato de sodio en agua destilada y
luego se le agrega d 4cido acético.
2) Amoniaco g.p.

Técnica.

En un tubo de ensayo colocamos 2 c.c. de le.r. y 5 gotas del
reactivo. Le superponemos 2 c.c. de amoniaco.

En los casos positivos aparece en € punto de contacto, un
anillo violdceo, mas o0 menos intenso, segin la cantidad de ace-
tona presente.

Colesterol

S6lo nos limitaremos a dar la técnica de su investigacion
cualitativa, dada la inconstancia con que se le encuentra en €
le.r.,, y mismo, cuando existe lo hace en cantidades muy pequefias.

Utilizamos la reaccion de Liebermann.

Reactivos.
1) Mezcla de acohol éer.
Alcohola95° . .. ......... 90 cc
Eter sulfdrico. .. ......... 30 cc

2) Anhidrido acético g.p.
3) Acido sulfdrico. D. 1,84.
4 ) Clorgformo q.p.

Técnica.

1? A 5 cc. de l.cr., le agregamos 25 c.c. de la mezcla de
alcohol éter. Agitamos enérgicamente y deamos en reposo du-
rante una hora

2) Centrifugamos, decantamos € liquido sobrenadante que
llevamos a una capsula de porcelana y es evaporado a bafio
maria.

3) Tomamos el residuo con 1 c.c. de cloroformo, le agre-
gamos 0,5 c.c. de anhidrido acético y Il gotas de &eido sulfarico.

En caso de que € ler. tenga colesterol aparece una colora
cion verdosa

Bilirrubina

Investigacion cualitaliva.
Reactivos.

1) Alcohol a 95
2) Reactivo de Erlich.
Solucion  A.
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Acido sulfanilico. . ....... 0 gr. 50
Acido clorhidrico D, 1,14 . . 5 c.c.
Agua dedtilada e.s.p. . . . . . 100c.c

Disolver primeramente e &cido sulfanilico en agua y luego
agregarle e &cido clorhidrico.
Solucion  B.
Nitrito de sodio a 0,6 % en agua recientemente
preparado.
En e momento del uso mezclar 10 c.c.. de la solucion A con
0,3 c.c. de la solucion B.

Técnica.

En un tubo de hemoalisis colocar 0,5 c.c. del reactivo y super-
ponerle 0,5 c.c. de l.e.r. En & caso que € le.r. contenga bilirru-
bina aparece un anillo rgjizo.

Investigacion  cuantitativa.

Fundamentos. -— El desdbuminado del l.c.r. es tratado por
el diazo reactivo obteniéndose, en los casos positivos, un color ro-
jizo que se compara con tipos especiales.

Reactivos.
1) Solucion madre de rojo de metilo.

Rojodemetilo . .. ........ 0 gr. 29
Acido acético glacia . . .. .. 100 c.c.

Para facilitar la disolucion conviene pulverizar bien € colo-
rante.
2) Solucion tipo de metilo.

Solucion madre de rojo de metilo . 1CC
Acido acéticoglacial . . ........... 5CC
Acetato de sodio cristalizado . . . . . . 14 gr. 40
Aguadedilada c.s.p.. .. .......... 100 c.c.

Esta solucion equivale a 5 miligr. de bilirrubina por litro.
3) Alcohol a 95°. _ L -
4) Reactivo de Erlich (ver investigacion cualitativa).

Técnica.

1) Colocamos en un tubo de centrifuga 1 c.c. de ler., 2 c.c.
de dcohol, agitamos bien y centrifugamos.

2) Tomamos 1 c.c. de liquido claro sobrenadante, y le afa
dimos 0,25 c.c. dd reactivo de Erlich y 0,5 c.c. de adcohol. Apa
rece un color rojizo que se compara colorimétricamente con la
solucién tipo.

Céleulos.

_-IE/I_ X 5 %X 5 = miligrs. de bilirrubina por litro.
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T
-~ X 5 = unidades Van der Bergh por litro de l.c.r.

Calcio. Método de Clark y Collip (1)

Fundamentos. — Consiste en precipitar € calcio por un oxa
lato acalino, su redisolucion por &cido sulfurico y en valorar
manganométricamente el oxalato precipitado en forma de oxa
lato de cacio y liberado por € &cido sulfdrico.

Reactivos.

1) Solucion saturada de oxalao de amonio.

Oxalato de amonio . . . . . .. 6 grs.
Agua dedtilada ¢.s.p. . . . . . 100c.c.

2) Solucién de amoniaco a 2 %.
3) Solucién de &cido sulfurico aproximadamente N.

Acido sulfarico D 1,84 . . . 2cc. 8
Agua dedilada e¢.s.p. . . . . , 100 c.c.

4) Solucion de permanganato de potasio N/100.
Técnica.

1) Colocamos 2 c.c. de lLer. en un tubo de centrifuga de
fondo obus, afiadimos 2 ¢.c. de agua dedtilada y 1 c.c. de la solu-
cién saturada de oxalato de amonio. Agitamos y degamos en re
poso durante 2 horas.

2) Luego de ese tiempo, centrifugamos 15 minutos a 3.000
revoluciones para reunir todo € precipitado en e fondo del tubo.
Se decanta e ’liquido sobrenadante, enjugando los bordes del tubo
con pape de filtro.

3) Se agregan 4 c.c. de la solucion de amoniaco, se agita
con cuidado para no remover € precipitado y se centrifuga nue-
vamente durante 5 minutos. El agua amoniaca, lava e preci-
pitado, quitandole & exceso de oxaato. Se decanta d liquido
sobrenadante. Repetimos esta operacién 2 veces maés.

4) Al precipitado lavado, se le agregan 2 c.c. de la solu-
cién de &cido sulfarico, y llevamos a bafio maria a 80° hasta su
completa disolucion.

5) Dgamos caer gota a gota € permanganato de potasio
N/100 hasta la aparicion de una débil coloracién rosada que nos
indica e final de la reaccion. La temperatura de la vaoracion
es importante, y debe mantenerse entre 70 y 80° lo que se con-
sigue introduciendo € tubo en un bafio de agua cdliente.

Cidleulo.

. Cada décima de c.c. de la solucion de permanganato de po-
taso N,/100 equivde a 1 miligr. de cacio por 100 c.c. de le.r.
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Magnesio. Método de Denis (1:49)

Fundamentos. — Luego de precipitado € calcio como oxa
lato, e magnesio se precipita en forma de fosfato aménico mag-
nesano que se dosifica como fosfato. En este méodo se utiliza la
técnica de Youmburg modificada

Reactivos.

1) Amoniaco g.p.
2) Solucién de fosfato de amonio.

Fosfato de amonio . . . . . .. 5 grs.
Amoniaco ... 0C.C.5
Agua dedtilada e.s.p. . . . . . 100c.c.

3) Alcohol a 75

4) Solucién de oxalato de amonio saturado (ver tée. de
calcio) .

5) Solucién de amoniaco diluido a tercio.

_ Los demés reactivos son los descriptos en la técnica de do-
sificacion del fésforo.

Técnica.

1) En un tubo de centrifuga colocamos 2 c.c. de l.cr., 2
C.C. de agua degtilada y 1 c.c. de la solucién de oxdato de amonio
saturada. Agitamos y dejamos en reposo durante 2 horas. Cen-
trifugamos 15 minutos a 3.000 revoluciones para separar € oxa
lato de calcio formado.

2) 3 c.c. dd liquido sobrenadante se llevan a otro tubo de
centrifuga _al que afiadimos 0,5 de la solucién de fosfato de
amonio y 'TI c?Otas de amoniaco. Degjlamos en reposo durante 12

horas, a cabo de este tiempo centrifugamos 15 minutos a 3.000
revoluciones.

3) Decantamos € liquido sobrenadante y lavamos € pre
cipitado con 5 c.c. de amoniaco diluide a tercio, centrifugamos
v decantamos € liquido sobrenadante. Repetimos esta operacion
2 6 3 veces.

4) Lavamos € precipitado, esta vez con 5 c.c. de acohol a
75° que tenga 1 c.c. de amoniaco por ciento.

5) Decantamos el liquido sobrenadante y evaporamos el
amoniaco restante, colocando e tubo en un bafio de agua caliente.

6) Disolvemos € precipitado de fosfato amoénico magne-
siano en 0,5 de é&cido sulfurico normal y 5 c.c. de agua destilada

7) En otro tubo colocamos 3 c.c. de la solucion tipo de
fosfato, 0,5 de la solucion de &cido sulfarico 10/N y 2 c.c. de
agua destilada

8) Agregamos a cada tubo 2 c.c. del reactivo sulfomolib-
dico y 1 c.c. de la solucion diluida de cloruro estafioso, mezcla

- mos y procedemos a la comparacién colorimétrica a los 15 6 20
minutos.
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Cdlculo.
T 100 - . .
BT X ECH X 0,025 = miligrs. de magnesio, por cien de le.r.

Potasio. Método de Kramer y Tisdall (1#3)

Fundamentos. = El potasio es precipitado por € cobalto-
nitrito de sodio en solucién neutra o débilmente acading, ad es
tado de caba-nitrito de sodio y potasio. Se hace una titulacion
oxidimétrica del precipitado con permanganato de potasio N/100.

Reactivos.

1) Solucion de cobatonitrito de sodio.

Esta solucion debe ser preparada en e momento del uso
porque se dtera facilmente. Se disuelven 150 grs. de nitrito de
sodio en 150 c.c. de agua dedtilada cdiente. dgamos enfriar a
40° y se agregan 50 grs. de nitrato de cobato y 50 c.c. de é&cido
acético, d 50 %, por peguefias porciones y agitando continua
mente. Se produce un desprendimiento de vapores nitrosos, que
se retiran por una intensa corriente de are, que se hace bar-
botar durante 30 minutos. Dejamos en reposo 24 horas, apare-
ciendo un precipitado. Filtramos. Al filtrado se le afiaden 200
C.C. de acohol a 96°, se produce un precipitado que se recoge
sobre un Buchner y se lava 4 6 5 veces con 25 c.c. de acohol a
96°, cada vez, y 2 veces con 25 c.c. de éter. Se deseca d aire. En
e momento del uso se disuelve 1 gr. del cobalnitrito de sodio en
5 ¢.c. de &cido acético a 1 %.

2) Solucion de acido sulfdarico al 1/5.
3) Solucién de permanganato de potasio N/100.
4) Soluciéon de acido oxalico N/100.

Solucion de &cido oxdico N/10 . . . . 10 CC.
Solucién de &cido sulfarico N/10 . . 2 CC.
Aguadedilada c.s.p. . ... ...... ... 100 c.c.

Técnica.

1) En un tubo de centrifuga de fondo obls, colocamos 1
C.C. dd l.c.r. y le agregamos lentamente 2,5 c.c. de la solucion del
reactivo de cobalnitrito de sodio, agitamos y mantenemos e tubo
a baga temperatura durante 60 minutos.

2) Afiadimos 2 c.c. de agua dedilada, agitamos y centri-
fugamos durante 15 minutos a 3.000 revoluciones.

3) Sin mover e precipitado se lava 3 veces con 5 c.C. con
agua dedtilada, centrifugando después de cada afiadido de agua,
hasta que quede completamente incoloro.

4)  Una vez lavado, agregamos 5 c.c. de la solucion de per-
manganato de potasio N/100 y 1 c.c. de &cido sulftrico a 1/56 y
llevamos a bafio maria hirviendo durante 2 minutos. Si e color
rojo del permanganato se hiciera muy débil, se afiade antes de
que desaparezca totalmente, una nueva cantidad perfectamente
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medida, 2 6 3 c.c.., y se vuelve a caentar durante 30 segundos.
5) Agregamos en este momento, una cantidad exactamente
medida de é&cido oxdlico N/100, un poco superior a la necesaria
para decolorar completamenta € permanganato.
6) Se vuelve a afiadir € permanganato de potasio N/100,
hasta la aparicion de una coloracién rosado persistente durante
1 minuto.

Cdlculo.

C.c. de la solucion de permanganato de potasio N,/100 em-
pleados menos c.c. de &cido oxd8ico N/100 utilizados multiplica-
dos por 7,1 igua miligrs. de potasio por 100 c.c. de le.r.

Sodio. Método de Kramer » Gitteelman (3451)

Fundamentos. — Se precipita € sodio por € piroantimo-
niato de potasio, formandose piroantimoniato de sodio, que es
facilmente precipitado por € dcohol. Esta reaccion debe ser
hecha en medio neutro o débilmente acdino. El piroantimoniato
recogido es descompuesto _vor e &cido clorhidrico concentrado
con liberacion de oxigeno, el que actuando sobre yoduro de po-
iasio en medio dcdino, dga yodo en libertad en cantidad equi-
valente, que se valora por € tiosulfato de sodio.

Reactivos.

1) Solucion de piroantimoniato de potasio.

Colocamos 10 grs. de piroantimoniato de potasio, exento de
sodio, en un matraz de 1.000 c.c, y le agregamos 500 c.c. de agua
destilada hirviendo. Hervimos durante 3 a 5 minutos, enfriamos
rgpidamente. v se le afiade 15 c.c. de solucion de hidroxido de
potaso ad 10 %, exento de sodio. Filtramos y colocamos € fil-
, trado en frasco parafinado. El reactivo puede ser usado si mez-
cl_agé) en pates iguales con acohol a 95° no se produce preci-
pitado.

2) Acido sulfarico aproximadamente 4/N. -

Acido sulfdrico de 96 a 98 % 109 CC.
Agua dedtilada ¢.s.p. . . . . .. .. 1000 c.c.

3) Acido nitrico concentrado D 1,40.

4; Agua oxigenada a 100 volUmenes.

5; Solucion de hidréxido de potasio a 10 %.

6) Solucion de rojo de metilo.
Rojodemetilo.............. 50 mgrs.
Alcohol a50°............... 100 CC.

7) Solucion de &cido clorhidrico N/10.
8; Acido clorhidrico concentrado D 1,19.
9) Alcohol a 95-.

10) Alcohol a 30°. )

1) Solucién de yoduro de'potasio a 2 %,



EL LIQUIDO CEFALO » RAQUIDEO 265

12) Solucion de tiosulfato de sodio N/10.
13) Solucion de amidon a 1 %.

Técnica.

1) Colocamos 1 c.c. de ler. en un tubo de destruccion, le
afiadimos 2 c.c. de la solucién 4/N de é&cido sulfurico y 1 c.c. de
&cido nitrico concentrado. Para regularizar la ebullicion colo-
camos 2 perlas de vidrio.

2) Cdentamos suavemente con micromechero. Cuando se
produce la evaporacién del iiquido, aparecen vapores nitrosos y

liqguido toma una coloracion pardo-oscura.

3) Retiramos e mechero y agregamos con precaucién 1 c.c.
de 4cido nitrico, calentamos nuevamente y repetimos esta ope-
racion hasta que € liquido toma una coloracion pardo-clara

4) Enfriamos € contenido de tubo y afiadimos cuidadosa
mente 0,5 c.c. de agua oxigenada a 100 volUmenes.

5) Calentamos nuevamente y si el liquido no queda com-
gﬁletamente incoloro, se hacen nuevas adiciones de agua oxigenada
asta su obtencion.

6) Enfriamos el tubo, apareciendo un precipitado crista-
lino. Afadimos 1 c.c. de agua destilada y 1 gota de rojo de metilo
y procedemos a la neutralizacion con la solucién de hidroxido de
potasio.

7) Se pasa € liquido a un tubo de centrifuga de 25 c.c. de

acidad. Se lava € tubo de destruccién con 1 c.c. de la solu-
cion de &cido clorhidrico N/10 y 1 e.c. de agua destilada que se
pasan a tubo de centrifuga

8) Se neutraliza con hidréxido de potasio al 10 %, afa-
dimos 5 c.c. de la solucién de piroantimoniato de potasio y agua
destilada hasta un volumen aproximado de 10 c.cC.

9) Agregamos 2,5 ¢.c. de acohol a 95°, gota a gota y agi-
tando. Dejhmos en reposo durante 30 minutos, luego de lo cuad
procedemos a la centrifugacién durante 15 minutos a 3.000 re-
voluciones.

10) Decantamos € liquido sobrenadante y hacemos 3 lava
dos con 2 c.c.. de alcohol a 30 %.

[1) Luego del dltimo lavado, se sumerge el tubo en agua
cdentada a 80°, para €iminar cuaquier traza de acohol.

12) Agregamos a tubo 4 c.c. de &cido clorhidrico y 2 c.c.
de agua destilada, disolviéndose € precipitado.

13) Se aflade 2 c.c. de la solucion de yoduro de potasio y
se titula répidamente con la solucion de tiosulfato de sodio N/10,
hasta la cas completa desaparicion del color del yodo.

14) Agregamos en este momento 1 c.c. de la solucion de
amidon y se sigue aet];regando soluciéon de tiosulfato de sodio
hasta que desaparezca color azul del amidén yodurado, lo que
nos indica € find de la titulacion.

Se aconsga redizar siempre una prueba en blanco.

Calculos.

Tiosulfato de sodio N/10 empleado en la titulacion menos
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e empleado en la titulacion en blanco multiplicado por 115 igua
a miligramos de sodio en 100 c.c. de l.ec.r.

Cloruros

La mayoria de los métodos de dosificacién de cloruros, aln
aquellos de mayor rigurosidad cientifica, son métodos volumé-
tricos. En los liquidos bioldgicos la _gravimetria, diafanometria
y colorimetria no tienen aplicacion practica

Los métodos volumétricos utilizados son los argentimétricos
y ésta puede hacer ya en medio acido, método de VOLHARD (1452)
y todas sus modificaciones posteriores, 0 en medio neutro, mé
todo de MoHR (1*%%), que para € caso particular del lec.r. tiene
una buena indicacién dado su carécter de liquido neutro.

Teniendo en cuenta e pequefio contenido proteico en le.r.
normales, las técnicas de dosificacion pueden hacerse directa-
mente, sin destruccion ni  separacion de los prétidos.; pero en
algunos liquidos patoldgicos, con ato contenido proteico, €s ne-
cesario proceder a su aracion, porque con contenido mayor
de 2 a 3 grs. por litro atera los resultados finaes.

Dos REis (*%%%) que llevé a cabo dosificaciones comparativas
con liquidos desalbuminados y sin  desalbuminacidn, encuentra
los valores siguientes procediendo a estudio comparativo

Cloruro de sodio

grs. por litro L.cr. sin  des-

Proteinas  totales Ler.  desproteinizado proteinizar
0,25 7,02 7,08
0,50 7,02 7,02
0,75 7,02 7,02
[,00 7,08 7,02
1,25 7,02 7,14
1,50 7,02 7,08
1,75 7,08 7,25
2,00 7,08 7,20
2,50 7,02 7,31
3,00 7,02 7,61
3,50 6.96 7,49
4,00 .y 7,61
4,50 7,02 7,61
5,00 7,02 7,66
5.50 7,02 7,712
6,00 7,08 8,02
8,00 7,08 8,13

10,00 6,96 8,42
12,00 7,02 8,83
14,00 7,08 9,07
16,00 7,02 9,48
18,00 7,02 9,89

20,00 6,96 10,12
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La eiminacién de los prétidos plede hacerse por cuaquiera
de los procedimientos utilizados corrientemente en €l laboratorio,
ya sea la destruccion por € permanganato de potasio y &cido
nitrico como en & método de LAUDAT (14%3), por € &cido tricloro-
acético, método de Greenwald o por el &cido tlngstico, método
deFoLIN - WU (14%6), — :

Describimos a continuacion los méodos de dosificacion uti-
lizados por nosotros en la préctica

Técnica de Volhard (**2) modificada y adaptada al Le.r.

Método de dosificacién directa sin  desalbuminacion.

El méodo es un procedimiento directo y estd basado en la
precipitacion dd cloro i6n por € ién plata y la dosificacién pos
terior del exceso de plata colocado por e ion sulfocianuro.

Reactivos. -

1) Solucion de nitrato de plata N/50.

2) Acido nitrico q.p.

3) Solucion de adumbre de hierro ad 5 %.

4) Solucion de sulfocianuro de amonio Nj50.

Técnica.

1) En un pequefio vaso de Erlenmeyer colocar 2 c.c. de
ler. Y 15 c.c. de la solucion del nitrato de plata N/10.

2) Agregar 1 c.c. de &cido nitrico y 1 c.c. de la solucién
de aumbre de hierro.

3) Degar caer la solucion de sulfocianuro de amonio N /50,
desde una bureta, hasta que aparezca color rosado.

Célculo. »
15 menos c.c. gastados de sulfocianuro de amonio N/50 X
1,17 = grs. de cloruro de sodio por litro de lLe.r.

Técnica de Claudius (***7) modificada y adaptada al l.c.r.

Micrométodo con  desalbuminacion. _
Basado en igua principio que € método anterior.

Reactivos.
1) Solucion de nitrato de plata 0,04 N.
Nitrato de plata . . . . .. .. 6 grs. 795
Agua dedtilada ¢.s.p. . . . . 1000c.c.

Guardar en frasco oscuro.

2) Acido nitrico q.p.
3) Solucién de nitrato férrico d 4 %, acidificada con &cido
nitrico.

4) Solucién de permanganato de potaso a 4 %.
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5) Solucion de sulfocianuro de potasio 0,005 N en acohol
absoluto.
Sulfocianuro de potasio . . 105 grs.
Alcohol absoluto . . . ... .. 1000 c.c.

Se titula con la solucién de nitrato de plata 0,04 N.
6) Alcohol absoluto.

Técnica.

1) En un tubo pequefio de Pyrex colocar 0 c.c. 5 de agua
destilada.

2) Con una pipeta calibrada a contenido, tomar 0 c.c. 1 de
l.eer. v lo agregamos a agua destilada, lavando varias veces la
pipeta con agua destilada, que se agrega a tubo.

3) Agregar 1 c.c. de la solucion de nitrato de plata 0,04 N
y IV a V gotas de &cido nitrico.

4) Cadentar sobre micro-mechero, sin hervir, agitando con-
tinuamente. Cuando d liquido comienza a aclarar, se lleva a la
ebullicion.

5) Cuando queda poca cantidad de liquido en € tubo, apro-
ximadamente 0 c.c. 25 a0 c.c. 5 se le agrega 1 gota de la solu-
cion de permanganato de potasio y continuamos calentando hasta
la decoloracion.

6) Dejamos enfriar y agregamos 5 c.c. de acohol absoluto
y 1 gota de la solucion de nitrato férrico.

7) El exceso de nitrato se titula con la solucion de sulfo-
cianuro de potasio, dejando caer éste hasta color rosado per-
Sistente.

Cdlculo.

8 menos c.c. gastados de sulfocianuro de potasio 0,005 N X
2,925 — grs. de cloruro de sodio por litro de l.c.r.

Dosificacion de albuminas, glucosa y cloruros con 1 c.c. de lLe.r.
Metodo de Giannetto (1498)

1) En un tubo de centrifuga graduado hasta 10 c.c., se
pone 1 c.c. de ler.,, se le afaden 0,6 c.c. de tungstato de. sodio
d 10 % y luego 0,5 c.c. de &cido sulfdrico 2/3 normal. Esperamos
30 minutos para que la precipitacion proteica sea tota y comple-
tamos hasta la marca 10 con agua destilada y procedemos a una
enérgica  centrifugacion.

2) Retiramos 2 c.c. dd liquido sobrenadante, porcion A,
gue llevamos a un tubo de Follin para la dosficacion de la glu-
cosa.

3) Volcamos @ resto del contenido del tubo, 8 c.c., porcién
B, en un pequefio vaso de Bohemia teniendo la precaucion que
escurra algun tiempo. Cuando se trata de l.e.r. normaes o pa
tolégicos con contenido proteico inferior a 4 grs. por litro, €
volumen del codgulo proteico no introduce un error apreciable
en esa medida de 8 c.c. de la porcion B; pero en ler. de gran
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contenido proteico, ese volumen es considerable y para obviar
ese inconveniente procedemos de la siguiente forma: una vez
retirada del tubo la porcion A volcamos € resto en un tubo y
de dli retiramos 7 c.c. que llevamos a un vaso de Bohemia
Nos queda en € tubo un depésito de proteina coagulada, porcion
C, que dosificaremos.

Veamos ahora la conducta a seguir con estas tres porciones:

A) Para la dosificacion de la glucosa
B) Para la dosificacion de cloruros.

C) Para la dosficacién de proteinas.
4) Porcion A. Glucosa

Seguimos la técnica de dosificacion de Folin y Wu, ya des
crita.

5) Porcién B. Cloruros.

Colocamos en un vaso de Bohemia los 8 c.c., porcion B, del
liquido claro sobrenadante, se le agrega 1 c.c. de &cido nitrico
puro, unos c.c. de agua destilada, 10 c.c. de nitrato de plata
N/50 y 1 c.c. de la solucién de alumbre de hierro ; dgamos caer
sulfocianuro de potasio Nj50 hasta débil color rosado persis-
tente medio minuto.

Cdculo :

10 menos cc. de sulfocianuro gastados X 1,46 — grs. de clo-
ruro de sodio por litro de l.c.r.
S la porcion B es solo de 7 c.¢, € modo operatorio es €
mismo, pero e cdculo sera
10 menos c.c. de sulfocianuro gastados x 1,67 — grs. de clo-
ruros por litro de le.r.
6) porcion C. Proteinas.
Para la dosificaciéon de las proteinas utilizamos e método
ya descrito de Giannetto.

Fosforo. — Técnica de Youmburg (1452, 160  1161)

Fundamentos. — Consiste en la formacion de un complgo
de &cido fosfomolibdico y su reduccion consecutiva con forma
cion de compuestos azules de molibdeno; esta coloracion es com-
parada con una solucion tipo tratada de igua manera

Reactivos.

1) Solucién de &cido tricloroacético al 10 9%.
2) Solucion madre de fosfato.

Fosfato monopotésico . . . ... .... 0 gr. 4389
Aguadediladaecs.p.. .. ......... 1000 c.c.

Agregar 1 gota de cloroformo para su conservacion. Esta
. solucion contiene 100 miligr. de fosforo por litro.
3) Solucion tipo de fosfato.
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Solucion madre.... ............ 5 CC
Agua dedilada esp. ............ 100 CC.
Esta solucion contiene 5 miligr. de fosforo por

4% Solucion de molibdato de sodio al 7,5 %.

5) Solucién de 4cido sulfdrico 10/N.
Acido sulfaricoD, 184 ................ 1
Aguadestilada. ...................... 2

6) Reactivo sulfo molibdico.

Solucién de molibdato de sodio a 7,5 % .
Acido sulfarico10/N ... ..............
Se prepara en € momento del uso.

7) Solucion concentrada de cloruro estafioso.

CloruroestafiosO . . ............. 10 grs.
Acido clorhidrico, . ............. 25c.c.

8) Solucion diluida de cloruro estafioso.

[

Soluciébn concentrada . ... ....... 1CC
Aguadedilada e.s.p. . . . ... ... .. 200 CC.
Técnica.

claro sobrenadante y en otro tubo rotulado T, 3 c.c. de la solu-

1) Colocamos en un tubo de centrifuga 2 c.c.

2) En un tubo rotulado M, colocamos 6 c.C.

ciéon tipo y 3 c.c. de agua dedtilada

3) Anegamos a cada tubo 2 c.c. del reactivo

15 a 20 minutos y procedemos a la lectura

Célculos.

T
~ X 2,6 = miligrs. de fésforo por cien de le.r

Sangre

Investigacion cualitativa.

REACCION DE ADLER

Reactivos.

1) Solucion de bencidina

Bencidinag.p. ......... 0 gr. 50
Acido acético glaciad . . . 4C.C.33
Agua destilada . . .. ... .. 19 c.c

litro.

parte
partes

parte
parte

de ler. y
agregamos 4 c.c. de agua destilada y 4 c.c. de la solucion de é&cido
tricloroacético. Degjamos 10 minutos en reposo y centrifugamos.

del

) _ bo del sulfomolib-
dico, mezclamos bien por agitacién y afladimos a cada uno de
dlos 2 c.c. de la soluciéon de cloruro estafioso. Degjamos en reposo
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Colocamos en un vaso de Bohemia el &cido acético y la ben-
cidina, calentamos durante 8 a 10 minutos a bafio maria a 50°
y le agregamos finalmente el agua.

2) Agua oxigenada al 3 %.

Técnica.

En un tubo de ensayo colocamos 1,4 e.e. de la solucion de
bencidina, 0,2 c.c. de agua destilada, 1 c.c. de lLe.r. y finalmente
0,4 c.c. de agua oxigenada.

En los casos positivos aparece un color azul que adquiere
su maxima a los 5 minutos.

Reaccién del oro coloidal

Esta reaccién propuesta por LANGE %2) en 1912, ha sido
objeto de numerosas modificaciones con el fin ya sea de aumentar
su sensibilidad o de simplificar su técnica. Entre las modifica-
ciones mas usadas debemos citar la de BARTOLOMEW Yy GENT
( 193) la de VAND GREEN; ( 146¢), |a de BOERNER y LUKENS (1465),
la de GLASOE y SORUM (146%) la de BOROWsSKAJA (1467), la re-
ciente técnica de C. LANCE ( *#8), la de WURTH y FARUPEL ( 1469},
la de GamBINO (1*7°) y la de CaLcacNo (171),

Recientemente ha sido demostrado por GLASOE y SORuM (1472)
la importancia que sobre el resultado de la reaccion, tiene la con-
centracion hidrogenionica del sol de oro y el tamafio de las par-
ticulas. Experimentalmente demostraron que cuando el pH
aumenta, también lo hace la sensibilidad y ésta disminuye si el
tamano de las particulas es menor.

LANGE y HARRIS (%) en un estudio sobre el significado
del pH en la reaccion del oro, ponen de manifiesto su impor-
tancia. Con la técnica de Zsigmond¥, al oro formol, el pH esta
comprendido dentro del 6ptimo de la escala, pero las modifica-
ciones de la técnica que tienden a simplicarla, es necesario el
control del pH. Es de tanta importancia tener en cuenta ese
factor, que es posible, como ellos lo observaron, obtener curvas
falsamente paréticas usando pH muy bajo. ElI pH 6ptimo encon-
trado por ellos fué de 74.

Reaccion del oro coloidal

Reactivos.

1) Agua tridestilada. Todas las soluciones deben ser hechas
de esta agua. Los aparatos utilizados en la destilacion no deben
tener conexiones de goma y el material utilizado debe ser de
vidrio Pyrex.

2) Soluciéon de oro coloidal.

En un matraz colocamos 1 .0O00 c.c. de agua tridestilada y
calentamos lentamente utilizando un termoémetro como agitador.
Cuando el agua llegue a los 60° se agregan 10 c.c. de una solucion
de cloruro de oro al 1 %, gota a gota y agitando. Cuando la mezcla
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comienza a hervir retiramos e mechero e inmediatamente agre-
gamos 8 c.c. de una solucién de carbonato de potasio a 2 9,
gota a gota, agitando bien. Inmediatamente se adiciona solucién
de &cido tanico al 0,05 %, recientemente preparada hasta la
aparicion de un pequefio color rojo. Usuamente se requiere 0,4
a 0,5 c.c. Volvemos a colocar € mechero y agregamos 10 c.cC.
de una solucion de é&cido oxdico ad 1 %, gota a gota y agitando.
La solucién toma un color rojo oscuro que por calentamiento y
agitacion continua se vuelve de un color més pdido. Retiramos
d frasco del mechero y enfriamos inmediatamente. Ajustamos
e pH, midiendo 10 c.c. de la solucién anterior y colocandolo en
un frasco al que se adicionan 1 a 2 gotas de una solucion a 1 ¢
de dizarina roja en dcohol a 50 %. Titulamos con &cido clorhi-
drico N/50 o hidréxido de sodio Nj50 hasta e punto neutro.
Calculamos la cantidad de écido o de dcali necesarios para neu-
tralizar e resto de la soluciébn de oro coloidal. La solucién debe
mostrar las siguientes caracteristicas : ser absolutamente trans-
parente, de un color rojo naranja brillante, neutra a la dizarina
roja, y 5 c.c. deben ser decolorados en una hora por e agregado
de 1,7 c.c. de una solucion ad 1 % de cloruro de sodio ; debe dar
una curva parética tipica con un lLe.r. reconocido como para-
litico y no debe dar reaceién con un le.r. normal.

3) Solucion de cloruro de sodio al 0,4 9% en agua tridesti-
lada.  Ederilizar.

4) Solucion de cloruro de sodio a 1 9 en agua tridestilada.
Esterilizar

Técnica.

1) En 12 tubos de ensayo colocamos en € primero 1,8 c.c.
de la solucion de cloruro de sodio a 0,4 %, en los 10 siguientes
1 cc y en d Utimo 1,7 c.c. de la solucion de cloruro de sodio
d 1 %. Al’tubo 1 le agregamos 0,2 c.c. de l.cr., agitamos bien
'y cransferimos 1 C.C. tubo 2. Mezclamos bien y transferimos
1 cc. d tubo 3. Procedemos de igua manera hasta que llegamos
al tubo 10. Descartamos 1 c.c. de la mezcla de este tubo. Los
Gitimos 2 tubos no tienen le.r. Ellos son usados como control.

2) Agregamos 5 c.c. de la solucion de oro coloidal a cada
tubo y mezclamos hien,

3) Procedemos a la lectura a los 30 minutos y a las 24
horas. El tubo 11 no debe mostrar cambio en e color y e tubo
12 debe estar completamente decolorado. Hemos visto ya en €
capitulo correspondiente los diferentes cambios que pueden ex-
perimentar los tubos, € valor que se les asigna y la manera
de expresarlo por medio de gréficas.

A propésito de la lectura de la reaccién de Lange, debemos
recordar que JOHNSON, ANDE Yy SorRuM (*7%) redizan la lectura
en e fotometro.

WARREN  (1#%8) irradiando l.c.r. con rayos ultravioletas antes
de la redizacion de la prueba observa que en los casos de para-
lisis general la precipitacion se acentia en los primeros tubos.
HecHT  (2%%%) comparando los resultados de la lectura a las 24
y 48 horas no ha encontrado cambios apreciables.
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Reaccién del oro coloidal. Nueva técnica de C. Lange (}4%8),
Reactivos.

1) Sol de oro. Colocamos en un matraz de Pyrex de 2 Its.
de capacidad, con cuelo relativamente estrecho, 1,500 c.c. de
agua recientemente bidestilada. Calentamos hasta ebullicion y
le afiadimos en ese momento 15 c.c. de una solucién de cloruro
de oro d 1 9% (pardo, &cido, Merck) en agua bidestilada Re-
movemos hien y afadimos 15 c.c. de una solucion de citrato de
sodio al 1 %, agitando nuevamente. Luego de la adicién del
citrato, aparece un color azul que més tarde cambia a rojo. Con-
tinuamos la ebullicibn exactamente durante 3 minutos después
de haber aparecido € color rojo. Se viete la solucién en un
frasco de Erlenmeyer de crista Pirex y se le enfria en un reci-
piente grande de agua. La solucion no debe ser expuesta a la luz
giSreCét,a de sol. El sol de oro asi preparado dura aproximadamente

fas.

2) Soluciones de goma Ghatti.

Solucion madre. Agitamos lentamente en una maquina agi-
tadora durante 5 a 10 horas, 150 grs. de goma Ghatti en 1. 08%
C.C. de agua destilada que contenga 0,5 % de formol. Filtramos
para suprimir el residuo. De la solucién madre preparamos tres
soluciones de goma Ghatti.

Solucion  Ghatti 1.

Solucion madre ... .. 5 C.C.

Agua destilada ..... ... oo 146 c.c.

Solucion de hidréxido de sodio al 10 % . .. .. 3 CC.

Formol ... ... .. . . . 1CC
Solucién Glaatti 2.

Soluciéon madre ............ ... . 10 CC.

Fosfato tampon, pH 8,0 y concentracion M/15 189 c.c.
(Fosfato &cido de potasio M/15, 50 c.c.

Hidroxido de sodio M/5, 46,8 C.C.

Agua dedtilada, 194 c.c.).

Formol ... ... ... .. ... ... . .. 1 cec.
Solucién  Ghatti 3.

Solucionmadre . . ......... . ..o 5 CC.

Fosfato tampén, pH 8,0 y concentracion M/15 50 CC.

Aguadestilada. . ........ ... ... ... 9 CC

Formol ... ... ... . 1CC.

3) Colores de oro patrones.

Solucién oro azul. Utilizamos como azul base, 80 c.c. de la
solucion de oro citrato y lo mezclamos con 3 c.c. de una solucion
fosfato tampén de pH 5,8 y concentracion M/5 y 0,1 c.c. de una
dilucion de suero sanguineo. Para la preparacion de la solucion
tampdén se mezclan 50 c.c. de fosfato &cido de potaso M/5 y

18
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3,7 e.c. de hidroxido sodico M/5. El: suero sanguineo utilizado
se obtiene mezclando 20 sueros humanos inactivados que no reac-
cionen en la prueba de fijacion del complemento para la sifilis.
Se diluye la mezcla de sueros a décimo con solucion fosfato
tampén de pH 7,4 y luego se afladen partes iguales de glicering,
de modo que la dilucion fina sea equivalente a 1/20. La solucién
tampon pH 7,4 y concentracion M/12 se prepara por mezcla de
50 c.c. de fosfato acido de potasio M/5 y 40 c.c. de hidroxido
de sodio M/5. Se diluyen 500 c.c. de esta mezcla con 700 c.c.
de agua bidegtilada

Los 80 c.c. de la solucién de oro se vierten desde una probeta
a un frasco de Erlenmeyer de cristal Pirex de 300 ec.s. que con-
tiene la solucion fosfato tamOPén y la solucion de suero. Se agita
con suavidad exactamente durante 1 minuto y se vierte luego
el oro azul dentro de un segundo frasco, que contiene 3 c.c. de
la solucion de goma Ghatti 1.

Rojo base. Se mezclan 60 c.c. de sol de oro y 2 c.c. de solu-
cion Ghatti 2.

Solucion blanco base. Se emplea Ghatti 2.

Para la preparacion de las coloraciones standard las distin-
tas mezclas de rojo, azul y blanco base se reparten en 25 tubos
segin e cuadro siguiente:

Tubo Ne. . ... ... ... 1 2 3 4 3 6 7 8
Rojo .............. 4.75 450 425 4,00 3.75 3,50 3,25 3,00
Azul .o 0,25 0,50 0,75 1.00 1,25 1,50 1,75 2.00
Blanco ............ i,0 1,0 1.0 1» 1,0 1.0 1.0 1.0
Val or eolorimétrico - 5 10 15 20 25 30 35 40
Tubo N? ........... 9 10 Il 12 13 14 13 16
ROjO ......wco..... 2,75 2.50 2,25 2,00 1,75 1.50 1.25 1.00
JAzul .. 2,25 2.50 2.75 3.00 3,25 3,50 3,75 4.00
Blanco ............ i,0 1,0 1.0 10 1.0 1.0 1,0 1,0
Val or colorimétrico . 45 50 55 60 65 70 75 80
Tubo No. . .. ... .. .. 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Rjo.......... 0,75 0,50 0,25 0 0 0 0 0 0
koo 4.25 450 4,95 50 4,5 40 35 30 25
Banco. .. ......... 1,0 1.0 1.0 .0 15 20 25 30 35
Val or coloriméirico . 65 90 95 100 110 120 130 140 150

Cada tubo va marcado con su correspondiente valor de colo-
racion. Los valores numéricos son tedricamente arbitrarios, pero,
por poderse reproducir suficientemente, bastan para la standar-
dizacién cuantitativa. Cuando se anota € vaor de las coloracio-
nes, los nimeros se dividen por 10 y dan por resultado desde
0,5 hasta 15. Cada dia ha de prepararse un standard de colora-
cion fresco. Para la comparacion de los colores hallados en 1a
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prueba con los del standard, se necesita € empleo de luz blanca
0 azul de poca intensidad.

Técnica.

1) Utilizamos una serie de 10 tubos, de iguales dimen-
siones que los de las soluciones standard. En € primer tubo colo-
camos 1 c.c. de la solucion fosfato tampon de pH 7,4 y en log
restantes 0 e¢.c.5. Al primer tubo se le agrega (,1 cc. de le.r.
agitamos bien y pasamos 1 c.c. d tubo 2 ; luego transferimos
1 cc a tubo 3 y procedemos asi hasta € Ultimo tubo & que
desechamos 1 c.c.

2) Afadimos a todos los tubos 2 c.c. dd sol de oro, agi-
tando  uniformemente.

3) Dos horas mas tarde se afiade 1 gota de la solucidén
Ghatti 3 a cada tubo agitando cuidadosamente. La lectura puede
redizarse inmediatamente o varias horas mas tarde.

4) El valor colorimétrico de cada tubo de la prueba es
determinado por medio de la comparacion con € color standard.
Vimos ya los distintos valores a tener en cuenta en esta nueva
técnica propuesta por Lange en e capitulo de las reacciones
coloiddes en l.c.r.

REACCION DEL BENJUI COLOIDAL
Reactivos.

1; Solucion de cloruro de sodio de O gr. 1 por litro.
2) Solucion acohdlica de benjui. Tomamos 10 grs. de re
sina de benjui que se colocan en 100 c.c. de acohol absoluto, se
agita y se dejan en reposo por 48 horas ; pasado este tiempo se
decanta o filtra, a través. de papel de filtro de' poros grandes.
3) Suspension coloida de benjui. Tomamos (,3 cc. de la
solucion acohdlica de benjui y se vierten lentamente en 20 c.c.
de agua dedtilada calentadas a 35° Edta suspenson debe pre-
pararse cada vez que se practica la reaccion.

Técnica.

1) Utilizamos 16 tubos de hemolisis, colocando en € tubo 1,
0,75 c.c. de le.r.; en e tubo 2, 0,5 cc.y en e 3, 0,5 cc. Agre
gamos a tubo 1 0,25 c.c. de la solucion de cloruro’ de sodio y
a tubo 2, 0,5 c.c. de la misma solucion. Al tubo 3 agregamos
1,5 cc. de la solucion sdlina y agregamos a los tubos restantes
1 c.c. de dicha solucion. Del contenido del tubo 3, bien agitado,
tomamos 1 c.c. y lo llevamos d tubo 4 ; agitamos bien y llevamos
1 cc. a tubo 5 y asi continuamos en la misma forma, hasta €l
tubo 15, del cual tomamos 1 c.c. y lo desechamos. El tubo 16
actia de testigo.

2) Agregamos a cada tubo 1 c.c. de la suspension de benjui
coloidal, agitamos cuidadosamente y dejamos 6 horas a tempe
ratura ambiente.

Lectura.

Se designa como O la reaccion negativa, es decir cuando no
se observa en e tubo floculacion aguna. Como 1 se designa
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la floculacion parcia, es decir que en € fondo del tubo se observa
un pequefio precipitado y e liqguido que sobrenada permanece
opdino, y finamente se designa como 2 cuando la floculacién
es total, es decir aSue el benjui ha precipitado totamente y €
liquido que sobrenada aparece limpido e Incoloro.

REACCION DEL MASTIC COLIDAL
Reactivos.

1) Soluciéon madre de mastic. Disolvemos 10 grs. de resina
de mastic en 100 c.c. de alcohol absoluto y filtramos a continuacion.

2) Para e uso tomamos 2 c.c. de la solucion madre y la
mezclamos con 18 c.c. de acohol absoluto. Mezclamos bien y
Ial a/ertemos con rapidez en 80 c.c. de agua recientemente des
tilada.

3) Solucién de cloruro de sodio al 1,25 %,
4; Solucion de carbonato potésico a 0,5 %.
5) Solucion dcdino-saino obtenida por mezcla de 99 c.c.
de la solucion 3y 1 c.c. de la solucién 4.

Técnica.

1) Utilizamos 6 tubos de hemolisis colocando en € tubo 1,
1,5 c.c. de la solucion dcdino-salino y 1 c.c. en cada uno de los
tubos restantes.

2) Afadimos d tubo 1, 0,5 c.c. de l.e.r. mezclamos bien y
pasamos 1 C.c. a tubo 2.

3) Transferimos 1 c.c. del segundo a tercer tubo y asi
sucesivamente hasta e tubo 5, del cual se descata 1 c.c. H
tubo 6 es utilizado como testigo. .

4) A cada tubo afadimos 1” c.c. del reactivo de mastie, mez-
clamos bien y degamos en reposo a temperatura ambiente du-
rante 12 a,24 horas, o bien se dga en la estufa durante 6 a 12
horas.

Los tubos en que la reaccién es positiva estan indicados por
la formacion de un precipitado que se deposita deando claro €
liquido que sobrenada

REACCION DE TAHSTA-ARA (*7)
Reactivos.

1) Solucién de cloruro de sodio a 0,3 %.
2) Solucién de carbonato de sodio anhidro a 10 %.
3) Reactivo de Takata-Ara que se obtiene por la mezcla
en partes iguales de las siguientes soluciones:
a) Solucién de bicloruro de mercurio al 0,5 %.
b) Soluciéon de Fuchsina béasica al 0,02 %, recientemente
preparada.

Técnica.

1) En 4 tubos de hemolisis colocamos 1 c.c. de la solucion
de cloruro de sodio y a los tubos 1y 2, 1 c.c. de le.r.
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2) Agitamos bien e tubo 2 y pasamos 1 c.c. a tubo 3 ;
mezclamos bien éste y pasamos 1 c.c. d tubo 4; agitamos bien
éste y desechamos 1 c.C.

3) Afadimos a cada tubo una gota de la solucion de car-
bonato de sodio y 0,8 c.c. de reactivo de Takata, agitamos,
dejamos-a temperatura ambiente, y procedemos a la lectura
inmediatamente, a los 5, 15, 60 y 90 minutos. Los resultados se
expresan por 44 s la precipitacion ocurre inmediatamente,
como ---- s aparece entre 5 y 30 minutos como + s aparece
opalinidad” a los 30 minutos. La reaccién se considera negativa si
la mezcla queda clara 0 cuando hay ligera opainidad luego de
30 minutos.

REACCION DE TAKATA-ARA EN [N SOLO TUBO. TECNICA DE UCKO

Reactivos.

1) Solucién de carbonato de sodio al 10 %.
2) Solucion de bicloruro de mercurio a 0,5 %.

Técnica.

1)  En un tubo de hemolisis colocamos 1 c.c. de ler. y le
agregamos una gota de la solucion de carbonato de sodio y
0,1 c.c. de la solucion de bicloruro de mercurio.

Se procede a la lectura de igua manera que en la técnica
anterior.

REACCION DE LA TINTA CHIN.4

Tec. de Schube y Harms (**7).
Reactivos.

1) Solucion a 0,1 % de &cido oxalico.
2) Suspension coloidal de carbon a 1 %.

Tinta china ............. 1cec.
Agua destilada ¢.s.p. . . . . . 100c.c.

Técnica.

1) En cuatro tubos de hemolisis colocamos 1 c.c. de agua
destilada.

2) Agregamos a tubo 1, 1 c.c. de ler. y agitando bien
pasamos 1 c.c. d tubo 2 y asi sucesivamente hasta e tubo 4 en
gue un c.c. de la mezcla es descartado.

3) Afadimos a cada tubo 0,1 c.c. de la solucion de &cido
oxalico y 0,4 c.c. de la suspension de carbdn. Agitamos bien los
tubos y dejamos en reposo 12 horas.

La prueba se considera positiva, s hay completa flocula
cion y e liguido sobrenadante es claro. Si eso ocurre en cua-
quiera de los tubos la reaccibn se considera positiva
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ALCOHOL
Investigacién cualitativa.

Destilamos le.r., tomamos 1 c.c. dd dedilado y le agre-
ganos una gota de solucion de bicromato de potaso a 1 %
y una gota de é&cido sulfurico concentrado y calentamos suave-
mente. En los casos de l.e.r. con acohol se obtiene una colora-
cion verde por formacion de sulfato de cromo.

Investigacién cuantitativa.

Fundamentos. — El acohol es oxidado a é&cido acético por
la accion de una mezcla de dicromato de potasio y &cido sulfu-
rico. El exceso de dicromato de la muestra, es estimado por la
transformacién del yoduro de potasio en yodo, y titulacion del
yodo liberado con tiosulfato de sodio.

Reactivos.

1) Solueién de dicromato de potasio 0,1736 N.

Disolvemos 8 grs. 521 de dicromato de potasio, previamente
pulverizado y secado a 150° en un litro de agua

1 c.c. de la solucion es capaz de oxidar 2 c.c. de alcohol a
acido acético.

2) Solucion de tiosulfato de sodio, 0,02/N.

Disolvemos 10 grs. de tiosulfato de sodio cristalizado (5
moléculas de agua) en agua destilada recientemente hervida y
enfriada. Diluimos a 2.000 c.c., guardando la solucién en frasco
cerrado, para evitar la absorcién del anhidrido carbonico. Se titula
con sol. de lodo 0.02 N.

3) Solucién de almidén.

Disolver 0,50 de amidon en 250 c.c. de agua destilada es
téril. Es conveniente prepararla fresca Usamos en cada deter-
minacién de 2 a 5 c.c

4) Solucién saturada de acido pierico. Practicamente se
saturan 14 grs. por litro.

5) Yoduro de potasio, en cristales.

6) Acido sulfdrico concentrado.

Técnica.

1) Colocamos 10 c.c. de lcr. en un maraz de Kjeldahl
de 300 c.c. de capacidad y con cuéllo largo. Agregamos 10 c.C..
de la solucién saturada de &cido picrico y conectamos el frasco
a aparato de destilacion. El vapor del agua destilada, paga len-
tamente a frasco conteniendo € l.er. La mezcla tiene tendencia
a formar espuma durante los primeros minutos, por lo que es
necesario trabgjar con lIlama baga del mechero.

2) Recogemos € degtilado en un tubo de 175 X 22 mili-
metros, en e que hemos colocado 5 c.c. de la solucién de diero-
mato de potasio y 5 c.c. de acido sulfarico concentrado. El tubo

. es enfriado colocandolo en agua fria. Disponer € tubo del aparato
de dedtilacion de manera que € destilado caiga eIpor las paredes
del tubo y se disponga en capa sobre la mezcla del &cido crémico.
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3) La destilacion se continla hasta recoger aproximada-
mente 12 c.c. del destilado, lo que requiere 15 a 30 minutos. Re-
tiramos e tubo en ese momento y suspendemos la destilacion.

4) El tubo presenta dos capas, una incolora del destilado y
otra coloreada en naranja por € &cido crémico. Mezclamos cui-
dadosamente por rotacion, y dgamos la mezcla a temperatura
ambiente durante 25 minutos.

5) Llevamos € tubo a bafio maria hirviendo por 15 mi-
nutos y luego de ese tiempo enfriamos. En este momento se pro-
duce la oxidacién del acohol. El contenido del tubo -presenta un
color verdoso azulado, |0’ que nos indica un exceso de acido
crémico.

6) Transferimos e contenido del tubo a un Erlenmeyer de
500 c.c. enjuagando varias veces €l tubo con agua destilada, que
se lleva también a frasco de Erlenmeyer.

7) Agregar 200 c.c. de agua destiladay 1 6 2 grs. de yoduro
de potasio.

8) Titulamos € yodo puesto en libertad, por e agregado
de tiosulfato de sodio 0,02 N, hasta que € liquido presente un
color amarillo pdido.

9) En este momento, adicionamos 2 c.c. de la solucién
de amidon y continuamos agregando tiosulfato hasta que e color
azul haya desaparecido.

Cdleulos.

Experimentalmente se ha demostrado que cada c.c. de la
solucién de tiosulfato de sodio 0,02 N equivdle a O miligr. 2302
de dcohol etilico.

BROMO
Método de Walter.

Fundamentos. ~ El le.r. desalbuminado es tratado por una
solucién de cloruro de oro, dando una coloracion que es compa
rada con una solucion tipo de bromuro de potasio.

Reactivos. *
1) Liquido desalbuminante.

Acido tricloroacético . . . . 10 grs.
Acido fosfotingstico . . . . . 5 grs.
Agua dedtilada ¢.s.p. . . . . . 100c.c

2) Solucion de cloruro de oro.
Clorurodeoro.......... 0 gr. 25
Agua dedtilada ¢.s.p. . . . . . 100cc.

3) Soluciones tipo de bromuro de potasio.

a 1 gr. en 200 c.c. de agua destilada
b) Dilucion al medio de la solucion a).
c) Dilucién a cuarto de la solucion a).



280 CONSTANCIO CASTELLS y JORGE GHERARDI

Técnica.

1) En un tubo de centrifuga colocamos 3 c.c. de lLe.r. V¥
le afiadimos 0,3 c.c. de liquido desabuminante, agitamos y de-
jamos en reposo 10 minutos y procedemos a la centrifugacion.

2) Colocamos en un tubo 2 c.c. de liquido sobrenadante,
g en otros tres tubos, 2 c.c. de cada dilucion de la solucion de
romuro de potasio.

3) Agregamos a cada tubo 0,44 c.c. del reactivo aurico.

4) Dejamos en reposo 5 minutos y procedemos a la com-
paracion colorimétrica.

Cdculo.

Usando € tipo a) :

T

- X 0,5 = miligrs. de bromuro de sodio 9
Usando € tipo b) :

T
- X 0,5 = miligrs. de bromuro de sodio %

Usando € tipo ¢) :

T .
- X 0,125 = miligrms. de bromuro de sodio ¢ .

BISMUTO

Investigacion cualitativa.
Reaccion. de planas.

Tomamos 1 c.c. de lLer. .¥ le agregamos una gota de é&cido
nitrico, 0,5 c.c. de dlicerina, una gota en solucién de yoduro de
potaso ad 5 % y einco gotas de &cido clorhidrico.

En los casos positivos aparece un color amarillo por la
formacion de triyoduro de bismuto.

CLOROFORMO
Investigacion cualitativa.

Hervimos agunos c.c. de le.r. con algunos c.c. de solucion
de acoholato de potasio y una pequefia porcion de naftol. En
los casos positivos aparece una coloracion azul que por accion
del &cido clorhidrico pasa a rojo.

SULFAMIDADOS, TECNICA DE $ANCHEZ (")

El método estd basado en la reaccion cromética que pro-
duce & p-dimetilaminobenzaldehido a condensarse con € amino
grupo de la sulfanilamida que se traducz en una coloracién ama-
rillo oro.
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Reactivos.

1) Disolvemos 0 gr.20 de p-dimetilaminobenzaldehido en
10 c.c. de acohol a 70° favoreciendo la disolucion por caenta
miento en bafio maria ; llevamos a un volumen de 40 c.c. con
agua destilada y acidulamos con 20 gotas de &cido acético glacial.
Agitamos y dejamos en reposo durante 2 horasdy filtramos.
A cada 10 c.c. de filtrado agregamos cuatro gotas de acido sul-
farico a 50 % en volumen y llevamos a 20 c.c. con agua destilada.

2) Preparacion de la escala.

Necesitamos una solucion a 1/10 .O00 de la sulfanilamida
tipo y una serie de 11 tubos de colorimetria de 10 a 11 mm. de
diametro y 10 ctms. de dtura, iguales e iguamente caibrados,
de vidrio perfectamente incoloros y numerados del 1 a |Il.

Colocamos en cada uno, respectivamente, mediante pipeta
de 1 c.c. dividida d centésmo: 0,05 c.c; 0,075 c.c:. 0,1 ccC.;
0,15C.C...... y 0,5 de la solucién tipo de sulfanilamida al
1/10.000, lo cua equivale a concentraciones de sulfanilamida
de: 0,000005 grs.; 0,0000075 grs.; 0,00001 gr.; 0,0000 15 grs.
y 0,00005 grs. Completamos e volumen hasta 1 c.c. con agua
destilada y vertimos luego 1 c.c. del reactivo p-dimetilaminoben-
zaldehidico en cada uno de los tubos y agitamos.

3) Solucion acido tricloroacético al 10 9 .

Técnica.

1) En un tubo de centrifuga colocamos 2 c.c. de ler. y
2 c.C. de la solucién de é&cido tricloroacético. Agitamos, y ‘degamos
en reposo durante 30 minutos procediendo luego a una enérgica
centrifugacion.

2) Medimos 1 c.c. dd liquido claro sobrenadante que se
coloca en un tubo de colorimetria en € cua previamente habia
mos colocado 1 c.c. del reactivo, agitamos y comparamos la in-
tensidad de la coloracion obtenida con la de los tubos de la escala

Debe tenerse en cuenta para € calculo, que 1 c.c. dd liquido
utilizado, corresponde a 0,5 c.c. de lc.r.

Cuando se dosifique cuaquier otro derivado sulfamidado se
puede utilizar la escala de sulfanilamida y los resultados obte-
nidos se multiplican por un quebrado que tiene como numerador
el peso del compuesto que deseamos investigar y como denomi-
nador e peso molecular de la sulfanilamida

Los pesos moleculares de los compuestos sulfamidados més
frecuentemente utilizados son los siguientes

Sulfanilamida ............. 172
Sulfapiridina . ........... . 249
Sufatiazal.. ... ............ 255
Suifaguanidina . ............ 214
Sulfadiazina ., . ........ ... 250
Sulfametazina . ........ ... 278

Sulfamerazina ............ 264
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EXAMEN CITOLOGICO

Su estudio comprende por una parte, la determinacion de
los glébulos blancos por milimetro cubico, examen cuantitativo,
por otro, el porcentaje de las diferentes especies celulares,
examen  cuditativo.

Examen cuantitativo.

Numeracion de globulos blancos. — El examen debe ser
hecho en lo posble, inmediatamente después de la extraccion,
gara evitar s @ liquido coagula, que los eementos sean englo-
ados en e codgulo y aprovechando que las células se encuentran
en perfecta suspension en € liquido.

La coagulacion del ler. puede evitarse colocando en uno
de los tubos en que se recoge € liquido, una gota de heparina o
de oxadao de potasio al 15 por ciento.

En liquidos con discreto aumento celular, la numeracién
uede realizarse sin alteraciones marcadas hasta las 24 6 48
oras de la extracciéon. En cambio, en liquidos purulentos, la

desintegracion es rapida, por lo que conviene redlizar & examen
lo més pronto posible. Es utilizado en nuestro medio, cuando €
examen debe diferirse, agregar, como aconsgja Bonaba, una gota
de é&cido acético glaciad por cada 5 c.c. de lLer. o bien llevar d
le.r. a la heladera

Para facilitar la observacién de los elementos blancos, se
aconsgja utilizar diferentes  colorantes.

Técnica. — Liquido colorante.

Se han aconsgado diferentes liquidos, nosotros hemos uti-
lizado con buenos resultados cualquiera de los siguientes:

-a) Cristal violeta 0 gr. 20.
Acido acético glacid 5 c.c.
Agua degtilada c.s.p., 100 c.c.
Filtrar.
-b) Azul de metileno 1 gr.
Carbonato de potasio, 1 gr.
Agua destilada c.s.p., 100 c.cC.

Cdentamos a 60° durante 10 minutos, enfriar y agregar un
cristal de timol para su conservacion. Esta solucion es preferible
a la anterior, porque a no hemolizar los glébulos rojos permite
tener una idea de la riqueza en €la

Material a utilizar.

a) Pipetas para numeracion de globulos blancos.

b) Camaras cuenta glébulos. Pueden utilizarse cualquiera
de las que describimos a continuacion:
1) Camara de Fuchs Rosenthal:

Esta presenta un reticulo de 4 milimetros de lado, dividido
-en 16 cuadrados grandes de doble contorno y éstos a su vez, en
16 pequefios cuadrados de contorno sencillo. Cada cuadrado
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rande corresponde a 1 milimetro cuadrado. La profundidad de
a camara es de 0,2 milimetros, siendo por consiguiente su capa
cidad de 38,2 milimetros cubicos.
2) Céamara de Naggeotte:

La cuadricula mide 10 mm. de lado, dividida Aaor 40 rayas

pardelas, separadas O miligr. 25. La profundidad de la cémara

es de 1 mm. Su capacidad total es de 100 mm. cubicos.

Cada rectangulo presenta un largo de 10 mm., un ancho de
O mm. 25 y una dtura de 1 mm. siendo € volumen de cada
uno de elos de 1 mm. 25,
3) Camara de Neubauer.

Técnica.

1) Tomamos con la pipeta liquido diluyente hasta la
marca 1.

2) Aspiramos el l.e.r. hasta la marca II.

El tubo donde esta € l.c.r. debe ser perfectamente agitado,
a fin de obtener una suspension perfecta de los elementos figu-
rados. Lange aconsgja no tomar directamente e liquido del tubo
en que ha sido recogido, sino que previa agitacion, debe ser trans
ferido a un vidrio de reqj.

3) Agitamos bien la pipeta por agunos minutos, desecha
mos las dos o tres primeros gotas y procedemos a cargar la
camara.

4) Redizamos la numeracion de los glébulos blancos, ob-
servando con objetivo débil y ocular fuerte.

a) S utilizamos la camara de Naggeotte contamos los ele-
mentos de 8 rectdngulos. Para el cdculo procedemos de la si-
guiente forma :

Elementos  contados

10

El error cometido por la adicion del liquido colorante, es
despreciable.

b) S empleamos la camara de Fuchs-Rosenthal, contamos
todos los elementos contenidos en e reticulo.

Elementos  contados
3,2
~3) En casos de grandes aumentos celulares es aconsgable
utilizar la camara de Neubauer. Contamos los eementos blancos
de todo € reticulo.
Células contadas X 10

9

Cuando exista una pleocitosis muy marcada, como suele
verse en las meningitis, la camara aparece llena de gldbulos. La
numeracion en estos casos, puede facilitarse contando los elemen-
_ tos en € cuadriculado centra. Para ello contamos los elementos
contenidos en 10 de los cuadrados centrales, que estdn a su vez
divididos en 16 pequefios cuadrados.

= glébulos blancos por mm. cubico.

— glébulos blancos por mm. cubico.

= glébulos blancos por mm. cubico.
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Cdulas contadas w 400 x 10
160

Numeracion de globulos rojos. — Muchos autores aconsegjan
no utilizar los liquidos con sangre macroseépica. Sin embargo,
tiene importancia conocer su nimero en caso de hemorragias pa
tolégicas, para seguir la evolucion de la enfermedad. No puede
darse una técnica general de laboratorio, pues la dilucion a ha
cerse dd ler., varia con € nimero de globulos rojos. La nume-
racion se hace siguiendo las técnicas hematolégicas generaes.

= gl6bulos blancos por mm. cubico.

Clasificacion celular. — Cuando € ndmero de elementos es
pequefio, es posible hacer en la propia camara € recuento dife-
rencial de los distintos elementos blancos. S hay un aumento
grande procedemos de la manera. siguiente:

1) Centrifugamos fuertemente la muestra de l.c.r. recien-
temente extraida durante 15 a 20 minutos.

2) Decantamos € liquido sobrenadante, que puede ser uti-
lizado para examenes quimicos o seroldgicos.

3) Con d sedimento realizamos frotis procediendo de igud
manera que como se hace corrientemente con la sangre. No es
aconﬁable hacer frotis con e ansa de platino pues los elementos

orman. Es recomendado por algunos autores, mezclar 1 gota
de suero, con e sedimento, agitar bien para obtener una reparti-
cion uniforme de los elementos y redizar luego €l frotis.

4) Dejamos secar € frotis en la estufa a 37

5) Procedemos a la coloraciéon utilizando € méodo de May
Grunwad Giensa

a) Cubrimos la lamina con e colorante de May Grunwald
durante 3 minutos.

b) Agregamos igual nimero de gotas de agua destilada,
tiempo de coloracién, y dejamos actuar por un minuto.

c) Lavamos con agua destilada y coloreamos durante 7
minutos con una mezcla de media gota de colorante de Giensa
por cada c.c. de agua dedtilada

d) Lavar con agua destilada.

e) Observar al microscopio.

Método de coloracion de Griffith - Roberts y Yeffers (1), para
la diferenciacion entre hemorragias vigjas y recientes

Reactivos.

1) Solucién saturada de Sudam Il en acohol a 50 %.
2) Glicerina q.p.
Técnica.
1) Hacemos un frotis con € liquido sanguinolento.
2) Deamos secar d aire, lo que lleva de 15 a 30 minutos.

. 3) Sumergimos la lamina por 30 minutos en la solucion
de Sudam III.
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4) Lavamos varias veces con agua destilada

5) Secamos con papel de filtro (jamas secar a aire).

6) Cubrimos con glicerina, y colocamos un cubre-objeto.

Los gldbulos rojos de la sangre fresca aparecen coloreados
en amarillo homogéneo, en tanto que los de hemorragias vigas
tienen su centro borroso, lo que les da apariencia de anillo.

Examen de liquidos sanguinolentos

Los liquidos contaminados con sangre, pueden ser utilizados,
segun diferentes autores, empleando ciertas férmulas, que nos
permitirian conocer la composicién del le.r. antes de la mezcla
con sangre.

El liquido debe ser recogido en tubo seco para evitar la he-
molisis y en é se determinan los gldbulos rojos y blancos si-
guiendo las técnicas descritas, y se determina ademas su
contenido en proteinas en e liquido sobrenadante luego de cen-
trifugacion.

Por otra parte se numeran los glébulos rojos y blancos de la
sangre periférica y se determinan los valores en proteinas del
suero y e vaor del hematocrito.

Las férmulas que expresamos a continuacion se deben a
Salomon (481)

Calculo de los globulos blancos. — Veamos los valores a
tener en cuenta

GRp. glébulos rojos en la sangre periférica por mm. cubico.
GBp. globulos blancos periféricos por mm. cabico.
GR l.c.r. glébulos rojos contenidos en € l.e.r. por mm. cubico.
GB l.e.r. glébulos blancos contenidos en e le.xr. por mm. cubico.
GB gldébulos blancos por mm. clbico origindes del l.c.r.

Los gldbulos blancos del l.e.r. origind estan dados por la
formula :

GBp

GB = GB le.r. X GR lec.r.
GRp

Calculo de las proteinas.

GR l.c.r, glébulos rojos en e l.e.xr. por ecmd.
GRp. globulos rojos de la sangre periférica por mm. cubico.
Ps  proteinas del suero en gramos %.
H vaor de hematocrito en la sangre.
P lecr. proteinas del le.r. luego de centrifugacion.
P proteinas origindes del liquido.
Como regla genera Ps puede tomarse como ‘7 %, H como
43, y GRp. 5.100.000.
La férmula propuesta por Salomon es la siguiente

GR l.e.r.

P — Ple.r. ——
Ple.r GRp

XPIX (I-4)
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Con la media de los valores dados mas arriba queda redu-
cida a la férmula siguiente

P = Pl.e.r. — 0,0008 GR l.e.r. que nos da los valores en
proteinas del liquido original.

Como regla general, para_ obtener una aproximacion proce-
demos asi: para. obtener los gldbulos blancos origindes del l.e.r.
sustraemos 1 GB por cada 500 GR: para obtener las proteinas
origindes dd. le.r. sustraemos 5 miligr. % por cada 5.000 glé-
bulos rojos o bien 1 miligr. cada 1.000 glébulos rojos.

Examen de liquidos turbios o purulentos

Técnica.

Los tubos donde se recoge € liquido deben ser enviados in-
mediatamente a  laboratorio.

1) Procedemos a la desalbuminacion para la determina-
cion de la glucosa, pues en las meningitis, la glucosa disminuye
répidamente.

2) Agitamos € tubo enérgicamente y redizamos la nume-
racion de los globulos blancos. Debe procederse rapidamente pues
la formacién ded coagulo hace imposible la cuenta exacta de los
dementos. ES conveniente, para evitar este hecho, recoger €l
liquido en un tubo con heparina u oxadao de potasio..

3) S € liquido es purulento, hacemos € frotis con liquido
sin centrifugar y realizamos coloraciones May Grunwald -
Giensa y Gram para la clasificacion de los elementos blancos y
el estudio bacterioldgico directo.

4) Para la determinacion de albamina y cloruros, con-

viene centrifugar € liquido, y en € liquido sobrenadante hacer
las  determinaciones.

5) Procedemos de igua manera para la reaccion de Was-
sermann y la reaccion de Lange.

REACCIONES DE FIJACION DEL COMPLEMENTO PARA LA SIFILIS
Técnica de Kolmer (142),

Material a utilizar.
1) Pipetas.

a) De 1 cc. graduadas a 0,01 c.c. hasta la punta
b) De 5 c.c. graduadas a 0,1 c.c.
¢) De 10 c.c. graduadas a 0,1 c.c.

2) Tubo de ensayo.

Tubos de vidrio de 85 X 13 mm. (didmetro interior) con
fondo redondo y sin reborde en la boca del tubo.
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3) Probetas de tapén de vidrio.
De 50 y 100 c.c.
4) Soportes para tubos de metal y provistos de 12 hileras
de 3 orificlos cada uno.
5) Bafio maria de 8 c.c. de profundidad, de temperatura
graduable a 55° y 37".

6) Heladera.

Limpieza de¢l material. — EI material de vidrio debe ser
preferentemente de vidrio quimicamente puro y de ser posble,
estéril. Los tubos y probetas deben ser lavados con agua corriente
y jabon, luego enjuagados varias veces en agua corriente y dega
dos escurrir boca abgjo y luego secados a aproximadamente 150°
a calor seco.

Las pipetas se lavan también con agua corriente, y se este-
rilizan a horno. S la cristaeria estuviera sucia, se le sumerge
en mezcla sulfocromica por 48 horas, lavandola luego con agua
corriente varias veces. Luego de lo cua, se esterilizan a 150°.

Preparacién del suero fisiolégico. — Se prepara una solu-
cion de 8,50 grs. por litro, de cloruro de sodio quimicamente puro
y hien seco. La solucion se ederiliza S va a utilizarse inmedia
tamente, puede prescindirse de la esterilizacion.

Prueba de la solucion salina. — La solucion no debe ser ni
hemolitica ni tener poder antihemolitico por si misma Para esta
investigacion procedemos de la manera siguiente

Investigacion del poder hemolitico. — 1) A 5 c.c. de la solu-
cién sadina colocada en tubo de hemolisis se le agregan 1 6 |l
gotas de gldbulos rojos lavados, y se colocan a bafio maria a 37°
por una hora. Ni la menor traza de hemolisis debe aparecer, para
que la solucién pueda ser utilizada

Preparacion de los globulos rojos de carnero. — Se obtiene
la sangre por puncion yugular en € carnero. Se recogen en un
frasco de vidrio, con perlas de vidrio, 10 c.c. de sangre, agitando
inmediatamente por unos minutos para desfibrinar, y luego se
pasa por una gasa, para retener los pequefios coagulos formados.
La sangre es recogida en un tubo de centrifuga graduado, agre-
gandole 2 6 3 veces su volumen de suero fisiologico. Centrifu-
gamos para separar los glébulos rojos, y *eliminamos e liquido
sobrenadante. Afiadimos nuevamente a los globulos 2 6 3 veces
su volumen de solucion sdlina, agitamos por inversion del  tubo,
?/ centrifugamos nuevamente. Volvemos a repetir e lavado con
a solucion galina. El liquido sobrenadante, debe permanecer in-
coloro. S asi no fuera, es conveniente utilizar otros glébulos
rojos, pues un nuevo lavado con suero fisiolégico hace que ellos
queden demasiado frégiles. Luego de decantado e suero fisio-
légico del Ultimo lavado, preparamos con la papilla globular una
suspension a 2 9 en solucion sdina. En e momento del uso,
agitamos la suspensién para asegurar una perfecta reparticion
de los gldbulos.
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Si la sangre debe ser guardada ‘por varios dias, la recoge-
mos en un frasco bien limpio, de capacidad del litro, y en el que
hemos colocado para cada litro de sangre una mezcla de 30 c.c.
de la solucion de citrato de sodio al 2 % y 2 c.c. de formol. Mez-
clamos bien la sangre con la mezcla y la guardamos en la hela-
dera. Esta sangre puede utilizarse durante 2 semanas.

Preparacion de la hemolising anticarnero. . Extraemos
sangre de carnero, y luego de lavar bien los globulos como des-
cribimos mas, arriba, preparamos una suspension al 10 % en
suero fisiolégico. Inyectamos a uno 0 mas conejos, con 5 ¢.C. por
via intravenosa, repitiendo esa operacion 5 6 6 veces, con inter-
valos de 5 dias. Para el estudio de la actividad hemolitica anti-
carnero, sacamos a los 8 dias de la ultima inyeccién una pequefia
cantidad de sangre a los conejos y titulamos su poder hemolitico.
Si esa titulaciéon da una unidad en 0,5 c.c. de la dilucion a
i/4.000 6 a una dilucién mayor, sangramos el animal y separa-
mos el suero. Se diluye este suero al medio con glicerol, y se con-
serva en la heladera en frasco de vidrio de 50 c.c. de capacidad.

Preparacion del complemento. ... Obtenemos el complemento
por puncién cardiaca de 3 cobayos, de un peso de 500 a 800 grs.,
en ayunas desde hace 12 horas. Extraemos de cada cobayo 5 a
10 cc. de sangre. Los cobayos en ayunas tienen un tenor en
complemento menor que los alimentados, pero en estos ultimos
el complemento es mas labil, por lo que se prefiere el comple-
mento de animales en ayunas. Las cobayas embarazadas tam-
poco deben utilizarse pues tienen un bajo tenor en complemento.
La sangre extraida como hemos descrito, se lleva a la estufa a
37° durante 1 hora, desprendemos el codgulo con una varilla de
la pared del tubo y separamos el suero por centrifugacion. El
suero debe ser claro y transparente. Puede obtenerse una mayor
cantidad de complemento, sangrando totalmente a los animales.

Método de conservacion del complemento. ~— Agregamos 0,3
rs. de cloruro de sodio por cada c.c. de suero. Guardamos este en
rasco oscuro cerca del punto de congelacion. ElI complemento

asi tratado dura varias semanas.

Meétodo del acetato de sodio. (Rhami). — Anadimos 0 gr. 1
de acetato de sodio por cada ec.c. del complemento. Se obtiene
igual duracion que con el método anterior.

~ Método de Somnenschein. — Mezclamos el suero en partes
iguales con la solucion de Somneschein que tiene la siguiente
constitucion \

Acetato de sodio, 12 grs.
Acido borico, 4 grs.
Agua destilada estéril, 100 e.c.

Método de liofilizacion. - Es el mejor método de conser-
. vacién Yy consiste en realizar la evaporacion del suero en el vacio.
Mantenido a una temperatura de 8 a 10° conserva su actividad
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por 1 afo. Adicionandole 5 c.c. de agua destilada, el material se
disuelve y puede ser empleado del mismo modo que € suero
fresco.

Preparacion del antigeno.

Se utiliza un extracto acohdlico, colesterolado y lecitinado
de musculos cardiacos.

1) En un frasco de Erlenmeyer colocamos 30 grs. de polvo
de corazéon (Difeo) y 100 c.c. de acetona q.p. Tapamos bien €
frasco y degamos 5 dias a temperatura ambiente, agitando lige-
ramente 4 veces a dia

2) Se filtra por papel o bien se decanta. El filtradp se
desecha.

3) Extendemos la sustancia que queda en € filtro sobre
una lamina de vidrio y degamos a temperatura ambiente hasta
gue € polvo esté bien seco. En ese momento lo llevamos a un
frasco de Erlenmeyer a que agregamos 100 c.c. de aleohol abso-
luto. Tapamos el frasco y lo degamos 5 dias a temperatura am-
biente, agitando ligeramente varias veces a dia

4) Filtramos por papel de filtro, haciendo al terminar la
filtracion una ligera presion sobre e residuo.

5) Medimos € filtrado y completamos a 100 c.c. con alcohol
etilico absoluto. Afiadimos O gr. 2 de colesterol disueltos en 10 cc.
de éer. Agitamos enérgicamente e frasco y lo llevamos a bafio
maria a 55° por espacio de 1 hora para facilitar la disolucion.
Dejamos luego en reposo por 2 6 3 dias, agitando varias veces a
dia. Filtramos a través de papel de filtro.

6) El antigeno, asi preparado, se conserva a temperatura
ambiente en frasco bien tapado.

Preparacion del ler. — Se usa sin ningun tratamiento pre-
‘vio, pues no tiene suficiente cantidad de hemolisina anticarnero,
gue indiqgue su €iminacion, ni e suficiente complemento para
realizar su inactivacion. Si € liquido estd contaminado con san-
gre es necesario someterlo a la centrifugacién. S d liquido tiene
més de 3 dias de extraido, se le cdienta a 55°, durante 15 minu-
tos, con e fin de eiminar las sustancias anticomplementarias. A
igual tratamiento se someten los liquidos turbios.

Titulacién de la hemolisina. -— Se prepara una dilucién de
hemolisna a 1 9% de la sguiente manera
Hemolisina glicerinada a 50 % . . . . . 2 CC.
Suero fisiologico estéil a 8,5 por litro 94 e.c.
Fenol d 5 %, en suero fisiologico . . . 4 CC

Esta solucion en la heladera se conserva varias semanas.

Diluimos la hemolisna a 1/1.000 (0,5 de la solucion & 1/100
mas 4,5 c.c. de suero fisiolégico). En una serie de 10 tubos pre-
paramos las siguientes diluciones de la hemolisina

19
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Suero Dilucién
Tubos Cantidad de hemolisina fisiolégico final

1 0,5 de la diluc. 1/1.000 0CC O 1/1.000
3 0,5 de la diluc. 1/1.000 0 CC. 5 1/2.000
0,5 de la diluc. 1/1.000 1 CC 1/3.000

4 0,5 de la diluc. 1/1.000 1CC 5 1/4.000
5 0,5 de la diluc. 1/1.000 2 CC. 1/5.000
6 0CC 5 1/6.000
7 0,5 fete lala diucdiuc. 1,/4.000 0 CC. 5 1/8.000
9 0,5 de la diluc. 1/5.000 0 CC 5 1/10.000
10 0,5 de la diluc. 1/6.000 0 CC. 5 1/12.000
0,5 de la diluc. 1/8.000 0 CC 5 1/16.000

Mezclar bien e contenido de cada tubo.
Preparamos complemento diluido 1/30

decomplemento.................. Occ 2
de suero fisiolégico . .. ............ 5 cec. 8

Por otro lado preparamos una suspension de glébulos rojos
de carnero a 2 %.

En una serie de 10 tubos se rediza la titulaciéon de la hemo-
lisna, de acuerdo con € cuadro siguiente

Qc.c.3 de las diluc. c.c. de compl. cc. de suero c.c. de gL rojo

Tubos de hemolisina al 1/380 tisiol. al 2 o
1 1/1.000 0,3 1,7 0,5
2 1/2.000 0,3 1,7 0,5
3 1/2.0600 0,3 1,7 0,5
4 1/4.000 0,3 1,7 0,5
5 1/5.000 0,3 1,7 0,5
6 1/6.000 0,3 1,7 0,5
7 1/8.000 0,3 1,7 0,5
8 1/10.000 0,3 1,7 0,5
9 1/12.000 0,3 1,7 0,5
10 1/16.000 0,3 1,7 0,5

Mezclamos bien e contenido de los tubos y dgamos a 37" a
bafio maria por 60 minutos. Procedemos luego a la lectura, ob-
servando los tubos en que se produce la hemolisis.

La unidad de hemolisina, es la dilucibn més elevada de he-
molisina que produce una hemolisis completa. En las reacciones
de fijacion del complemento y en la titulacion de complemento y
del antigeno se utilizan 2 unidades de hemolisna. La solucion de
hemolisina se titula de ta manera que esas 2 unidades estan
contenidas en 0,5 c.C.
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Un egemplo aclarard facilmente su comprensién. S en nues-
tra experiencia la unidad es igual a 0,5 c.c. de la dilucién a
1/10.000, 2 unidades equivaldran a 0,5 c.c. de la dilucién a
1/5.000. Debemos realizar, sélo la dilucion de la cantidad de
hemolisis necesaria para las pruebas de titulacion y de fijacion
del complemento. Se han dado tablas para obtener a partir de la
solucion madre diluciones de manera ta que 0,5 C.C. contengan 2
unidades.

Titulacion del complemento. — Empleamos € complemento
diluido d 1/30. Diluimos € antigeno de td manera que la can-
tidad utilizada en la reaccion principal esté contenida en 0,5 c.c.
La dilucion se hace adicionando € antigeno gota a gota y agi-
tando luego de cada adicién. Se prepara e antigeno en cantidad
suficiente para titular & complemento y la reaccion de fijacion
de @ mismo.

En una serie de 10 tubos redizamos la titylacién de la ma
nera siguiente :

C.C. de dilu-
nc. de com= Hemolisina cién de glo.
plem. dilui- c.c. de an- 2 unid. por bulo de car-

Tubo a 1/30 tigeno Suero fisiol. c.C. nero al 29%
1 0,10 0,5 1,4 3 0,5 0,5 3
2 0,15 5 1,4 2 0,5 0,5 2
3 0,20 0,5 1,3 5 0,5 05 =
4 0,25 0,5 1,3 == 0,5 0,6 ®¢
5 0,30 0,5 1,2 28 05 0,5 %8
6 0,5 12 s 0,5 0,5 %4
7 0,40 0,5 1,1 <% 0,5 0,5 §5
9 0,45 0,5 1,1 % 0,5 0,5 &
10 0,00 0.5 1,0 8 0,5 0,5 &

0,0 25 8 0,0 0,5 §

Anotar cual es e tubo que da hemolisis con la més pequefia
cantidad de complemento.

La unidad exacta de complemento es la mas pequefia canti-
dad de complemento que produce hemolisis completa. El tubo mas
préximo, de dilucion mayor, recibe € nombre de unidad completa
y contiene 0,05 c.c. més de complemento. En la titulacion de anti-
geno y en las reacciones de fijacion del complemento, se emplean
2 unidades completas, diluidas de td modo que estén contenidas
enl cec.

Como gemplo 1 unidad exacta = a 0,3 c.c. de la dilucion &
1/30.

Una unidad completa = a 0,35 c.c. de la dilucién 1/30.

Dos unidades completas = 0,7 c.c. de la dilucion 1/20.
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Para calcular la dilucion a usar se divide 30 por’ dicha doss.
En nuestro ¢g.

30,00
0,70

6 Diluimos 1 c.c. del suero original con 42,9 c.c. de suero fisio-
ogico.

J Se aconsga diluir € complemento con € suero fisioldgico
frio, en lugar de utilizar solucion sdlina conservada a la tempe
ratura ambiente. El complemento no diluido y especidmente e
diluido debe conservarse en la heladera La exposicion del suero
diluido, por mas de 1 hora, a la temperatura ambiente, lo dete-
riora rapidamente. Se encuentran a veces complementos hiper-
activos, dando una unidad de 0,1 a 0,25 de la dilucion del comple-
mento 1/30; en esos casos se toma arbitrariamente (0,3 c.c. como
unidad exacta, por que esas pequefias cantidades no dan resultados
satisfactorios.

— 42,9

Titulacién del antigeno. — De acuerdo a Kolmer pueden
omitirse las titulaciones de las actividades hemoliticas y anti-
complementarias, utilizando € antigeno preparado de la manera
dicha. Es necesario, sin embargo, titular la actividad antigénica,
pudiéndose utilizar € método siguiente

1) Diluimos d antigeno a 1/100 para lo cua a 9 c.c. 9 de
suero fisiolégico se le afiaden 0,1 c.c. de antigeno, lentamente y
agitando.

2) De esta solucion se preparan diluciones mas €eevadas,
en tubos de ensayo, de la manera siguiente:

c.c. de anti- c.c. de suero Dilucion  final
Tubo no 1/100 fisiol6gico del antigeno
1 0,1 0,9 1/1.000
2 0,1 1,9 1/2.000
3 0,1 2,9 1/3.000
4 0,1 3,9 1/4.000
5
6 0,1 59 1/6.000
7 0,1 6,9 1/7.000
8 0,1 7,9 1/8.000
9 0,1 8,9 1/9.000
10 0,1 9,9 1/10.000

3) Se mezelan cuatro sueros, intensamente positivos, dilui-
dos a 1/10, calentados a 55° por espacio de 15 a 20 minutos. La
titulacion se hace de acuerdo con € cuadro siguiente:
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C.C. gléb.
0.5 e.c.anti- c.C. desuero c.c.decompl. c.c. de hemol, rojos car-
geno dilu-  positivo di- 2 unid. 2 unid. nero al
Tubo cién a luido 1/10 completas 2%
1 1/1.000 0,5 1,0 &3 05 0.5
2 1/2.000 0,5 1,05, 03 05
3 1/3.000 0,5 1,0 & 05 05 &
4 1r4.000 0,5 L0 TS5 05 0.5 7
5 1/5.000 0,5 1,0 ¢, 05 05 .
6 1/6.000 0,5 1,0 “z£ 05 05 =
T 1/17.000 0,5 1,0 = 5. 05 0.5 &
8 1,/8.000 0,5 1,0 J<F 05 05
9  1/9.000 0,5 1,0 “x 05 0.5
10 1/10.000 0,5 1,0 .2 05 05 .
Il 05 s. fisiol. 0,5 1,0 £%8 05 05 ®
12 1,0 s. fisiol. 0,0 1,0 5. 0,5 0.5

Procedemos a la lectura de los tubos, anotando e primer tubo
en que no hala hemoalisis. Se considera unidad antigénica, a la mas
vequeiia cantidad de antigeno (1ue provoca la ‘inhibicién completa
de la hemolisis. En los tubos Il y 12, que contienen respectiva.
mente, e control del suero y del sistema hemolitico, la hemdlisis,
debe ser completa. Generalmente la unidad debera ser 0,5 cc.
de las diluciones 1,/2.000 a 1/4.000.

En las pruebas de fijacion del complemento, se emplean
70 unidades antigénicas.

El antigeno es diluido de ta manera que 0,5 c.C. contengan
las 10 unidades.

Ejemplo: Unidad antigénica 0,5 c.c. de la dilucion 1/3.000.

Dosis (10 unidades antigénicas) 0,5 c.c. de la dilucion 1/300.

S la unidad corresponde a 0,5 de la dilucion 1/5.000 o es
.mayor, se deberdn emplear 20 unidades antigénicas. Los antigenos
gt_a conservan por un afio aproximadamente a temperatura am-
iente

Eleccion del procedimiento para las reacciones de fijacion del
complemento en el Le.r., para la sifilis.

Existen dos métodos :

1) Método cuantitativo en que se emplean 5 dosis de l.c.r.,
y es e método a utilizar en los casos en que se controla € tra
tamiento de la difilis.

2) Método cualitativo en que se utilizan 2 dosis y una ter-
cera como control. Este método es suficiente para el diagndstico
e iguamente sensible y especifico.

REACCION CUANTITATIVA DE FIJACION DEL COMPLEMENTO

Empleamos 6 tubos de ensayo y procedemos de la siguiente
manera : .

1) En los tubos numerados 2, 3, 4, 5y 6 colocamos 0,5 C.C.
de la solucion sdina
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2) Alostubos 1, 2y 6 sele afiaden 0,5 c.c. de le.r.

3) Mezclamos bien e contenido del tubo 2 y transferimos
0,5 a tubo 3, mezclamos bien su contenido y pasamos 0,5 a tubo 4,
agitamos y transferimos 0,5 c.c. a tubo 5, luego de estar bien
mezclados sacamos de éste (,5 c.Cc. que desechamos.

Los tubos contienen respectivamente las siguientes cantida-
desde l.c.r. :

Tubo 1: 0,6 c.c

Tubo 2: 0,25 c.c.

Tubo 3: 0,125 c.c.

Tubo 4. 0,0625 c.c.

Tubo 5: 0,03125 c.c.

Tubo 6: control, 0,5 c.c. de l.c.r.

4) A los 5 primeros tubos se le agregan 0,5 c.c. del antigeno
diluido en la dosis adecuada y dejamos en reposo de 10 a 30 mi-
nutos.

5) Afadimos luego, 1 c.c. de complemento (2 unidades com-
pletas) a temperatura ambiente.

6) Preparamos los siguientes controles

a) Control antigeno

0,5 c.c. de antigeno diluido

0,5 c.c. de solucién sdina

1 c.c. de complemento (2 unidades completas).
b) Control del sistema hemoalitico

1 c.c. de solucion sdlina

1 c.c. de complemento (2 unidades completas)
c) Control de hematies

2,5 c.c. de solucion sdina

d) L.C.R. positivo ! Pr%‘;ﬂ?goéued% Ilggil
e) L.C.R. negativo ' en esudio.

‘7) Mezclamos bien los tubos, y llevamos a la heladera a
6° - 8 de 15 a 18 horas.

8) A todos los tubos, excepto a testigo de glébulos, se le
afiaden 0,5 c.c. de hemolisina que contengan 2 unidades, y ademés
a todos los tubos se le agregan 0,5 c.c. de la suspension de glo-
bulos rojos a 2 %. Agitar bien.

10) Mezclamos bien e contenido de los tubos y lo colocamos
a bafio maria a 87¢ durante 1 hora. Procedemos a la lectura inme-
diatamente, o bien, después que los testigos del antigeno, del sis
tema hemolitico y los sueros controles, hayan presentado hemo-
liss completa. Este Ultimo método es preferible.

1) La lectura puede hacerse de la manera dicha, o colocar
los tubos varias horas en la heladera, que facilitan la sedimenta-
cion de los hematies no hemolizados.

Los resultados se expresan de la manera siguiente:

Se lee en cada tubo la inhibicién de la hemoalisis.
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Hemoliss completa wme ..................
25 % de inhibicion +.,. ... .. ... ...
50 % deinhibicion ++4 . ...... ... .. ...
75 % de inhibicion 444, ... .. ... ..
100 % de inhibicion 4-4+4-+4-

~ El testigo de glébulos no debe presentar hemolisis. Los tes-
tigos de suero, de antigeno, o del sistema hemolitico habran de
presentar hemolisis completa.

=N O

Interpretacion de las reacciones.

El Comité Americano para la vadoracion de las pruebas de
diagnéstico de la sifilis recomienda informar las reacciones so-
lamente como positivas, negativas 0 dudosas. Esto es suficiente
para € diagnéstico, pero siguiente procedimiento es de gran
valor para seguir al proceso del tratamiento antisifilitico. La
interpretacion de los resultados se hace de la manera siguiente:

a) Reaccion muy intensamente positiva, cuando se produce
fijacion del complemento (4+-+4--) en los 5 4 0 3 primeros
tubos. A veces e liquido muestra menos fijacion de complemento
en d primer tubo que en los siguientes. Ejemplo de este tipo de
reaccion es el siguiente: 44444, 44440, 44400, 34400, etc.

b) Reaccion intensamente positiva, cuando la fijacion com-
pleta (4-+-4-4) se produce en e tubo 1 y 2 o solamente en €
dos. Ejemplos. 44310, 44200, 34200, 44000, etc.

c) Reacciéon moderadamente positiva, cuando la fijacion
completa (++++) se produce sdlo en € primer tubo. Ejemplo:
43100, 42000, 40000, etc.

d) Reaccion débilmente positiva, cuando la fijacién parcia
se produce en 1 o més tubos. Ejemplo: 32100, 21000, 10000, etc.

e) Reaccion dudosa, cuando la reaccion es postiva en €
primer tubo.

f) Reaccién negativa, cuando hay hemolisis completa en
todos los tubos.

REACCION CUALITATIVA DE FIJACION DEL COMPLEMENTO

1) Utilizamos 2 tubos y colocamos en cada uno 0,5 c.c. de
ler. (el tubo 2 sirve de control).

2) Agregamos a tubo 1, 0,5 c.c. de la dilucion adecuada
de antigeno. Al tubo 2 se le afiaden 0,5 c.c. de suero fisioldgico.

3) Degamos en reposo 10 minutos o?/ agregamos a cada tubo
1 c.c. de complemento, conteniendo 2 unidades completas ; lo mismo
se hace con un testigo que lleva 1 c.c. de suero fisiologico (testigo
del sis tema hemolitico). o

Se prepara un testigo de glébulos. 2,5 c.c. de suero fisio-
l6gico y 0,5 c.c. de la suspensién de glébulos a 2 %.

5) Se agitan los tubos con suavidad y luego de dejarlos en
la heladera a 6-8° durante 15 a 18 horas se coloca a bario maria
a 37° durante 10 a 15 minutos.

6) A todos los tubos, excepto a testigo de glébulos, se le
anade 0,5 c.c. de hemolisina que contiene 2 unidades.
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7) A todos los tubos, excepto a’ testigo de glébulos, se le
afieden 0,5 c.c. de la suspension de globulos al 2 9. Agitamos
bien.

8) Se colocan los tubos a bafio maria a 27° durante 1 hora,
al cabo de los cuales se leen los resultados. Puede hacerse una lec-
tura mas sensible leyendo 10 minutos después que los testigos de
antigeno, del sistema hemolitico y ded suero muestran hemolisis
completa. Los testigos del suero, del sistema hemolitico y del anti-
geno habrdn de estar completamente hemolizados. El testigo de
glébulos, por € contrario, no debe mostrar hemolisis. La lectura
se hace de la siguiente manera

Fijacion completa ++++ reaccion fuertemente positiva
-Fijacion tipo ++4--+ reaccion moderadamente positiva.
Fijacion tipo 4-- 6 -L reaccion positiva débil.

Fijacion tipo == reaccion dudosa.

Hemolisis completa -— reaccion negativa

Técnica para pequefia cantidad de l.e.r,

~Cuando disponemos de escasa cantidad de l.cr., se procede
de igua manera a la técnica descrita, pero empleando solo la mitad
de los volimenes utilizados en la técnica anterior.

Reacciones de la floculacion para el diagnostico de la sifilis
Reaccion de Kahn

Materiales ¥ reactivos.

1) Tubo para la suspensiéon del antigeno, 5,5 por 1,6 c.c.
de déametro Interior.

2) Tubos de ensayo, sin reborde, de aproximadamente 7,5
por 1,0 c.c..

3) Pipetas.

de 1 c.c. graduadas en 0,01
de 0,2 c.c. graduadas en 0,001

4) Soportes de metal con 3 hileras de 10 agujeros cada una

5) Los tubos pueden ser agitados a mano, pero es prefe-
rible utilizar agitadores mecanicos, oscilando 275 a 285 oscila
ciones por minuto, con una amplitud de 4 cms,

6) Solucién de cloruro de sodio (ver técnica de fijacion
del complemento de Kolmer).

7) Preparacion del antigeno.

Pueden tilizarse polvos de corazon “Difco”.

a) En un frasco de Erlenmeyer, de 500 c.c. de capacidad
colocamos 50 grs. de corazén de bovino pulverizado y le agrega
mos 250 c.c. de éter agitando fuertemente por espacio de 10 mi-
nutos. Luego filtramos, comprimiendo ligeramente e polvo con-
tra las paredes dd filtro, agudéndonos con una espatula, para
extraer lo més totamente posible € éter. El polvo que queda en
el filtro, es colocado nuevamente en € frasco de Erlenmeyer,
afadiendo 150 c.c. de éter, agitamos a intervalos frecuentes por
espacio de 10 minutos. Filtramos siguiendo las mismas indica-
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ciones que las dadas anteriormente. Volvemos a colocar nueva
mente & polvo en € frasco de Erlenmeyer y reslizamos una ter-
cera extraccion con 150 c.c. de éter ¥y procedemos g una nueva
filtracion. Por Ultimo realizamos una cuarta extraccion con 150
C.C. de éter.

En estas extracciones se aconsga Uutilizar nuevo papel de
filtro en cada filtracién, y raspar cuidadosamente € papel con
una espdula luego de filtrado € éer, para evitar la pérdida de
polvo de corazon.

Luego de la dltima filtracion colocamos € polvo, todavia
himedo y bien extendido, sobre un papel de filtro o una lamina
de vidrio y llevamos la estufa a 37°. Cuando € polvo no tenga
mas olor a éer estd pronto para las maniobras ulteriores.

Pesamos € polvo seco y lo transferimos a un frasco de
Erlenmeyer de 500 c.c., afiadiéndole 5 c.c. de dcohol a 95° por
cada gramo de polvo seco. Agitamos durante 10 minutos y dega
mos a temperatura ambiente (gproximadamente a 21°) durante
3 dias. El frasco no es agitado en ese tiempo, sino solo, durante
5 minutos antes de comenzar a filtrar. El filtrado alcohdlico es
el antigeno madre, y es guardado en frasco de vidrio a la oseu-
ridad a la temperatura ambiente. Los corchos utilizados en la
preparacion 'y amacenamiento del reactivo, se cubren con una
hoja de estafio.

c) Colesterdlizacion. Se transfiere una parte del  extracto
alcohdlico a un frasco de Erlenmeyer, agregando por cada c.c.
del extracto 6 miligr. de colesterol. El frasco se sumerge en agua
cdiente y se le imprime movimientos de rotacion, hasta que €
colesterol se disuelve. Luego filtramos y e antigeno esta listo
para su titulacion.

Titulacion del antigeno.
1) Pruebe de dispersibilidad.

a) En 5 tubos especides (5,5 por 1,56 c.c. de didmetro in-
terior) se colocan respectivamente 0,6, 0,8, 1,0, 1,1, 1,2 c.c. de
solucion de cloruro de sodio a 9 por litro.

b) En otros 5 tubos, iguales a los anteriores, colocamos en
cada uno, 1 c.c. de antigeno colesterolado.

c) Preparamos la suspension del antigeno, de la manera
siguiente la solucion sdlina se vierte répidamente sobre € anti-
geno. Debemos proceder rapidamente, sin dejar que los tubos se
escurran. La mezcla se realiza bien, pasandola 6 veces de uno a
otro tubo. Dejamos en reposo a temperatura ambiente no menos
de 10 ni més de 30 minutos.

d) Disponemos 5 series de 3 tubos cada uno, colocando en
cada serie, 0,05, 0,025 y 0,0125 c.c. de cada una de las suspen-
siones, usando pipetas de 0,2 c.c. graduadas en 0,001 c.c., llevando
e liquido a fondo del tubo. Se comienza por la suspensién que
tenga la m&s pequena cantidad de antigeno y se continda con
las més concentradas.

€) Afiadir a cada tubo 0,15 c.c. de la solucion sdina
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f) Agitamos bien los tubos a mano o por medio del agita
dor mecanico.

g) Afadimos 1 c.c. de la solucion sdina a los tubos que
contengan 0,05 c.c.. de la suspension de antigeno y 0,5 c.c. de
la misma solucion salina a los tubos restantes. Observamos cua-
les tubos presentan agregados y cudes son opalescentes.

Lectura. — Se considera como titulo del antigeno, la més
pequefia cantidad de solucion sdlina que agregada a 1 c.c. de an-
tigeno, produce agregados capaces de ser dispersados completa-
mente, por la adiceién de una nueva cantidad de solucion sdina,
dando un medio opaino y sin cristales de colesterol. Si la prueba
readlizada muestra que 1 c.c. de antigeno, mezclado por 1 c.c. de
suero fisiologico, la solucion es completamente dispersada, se
dice que € titulo del antigeno es 1:1. S & agregado de 1,2 c.C.
de solucién sdina a 1 c.c. de antigeno, resultaran aln suspen-
siones conteniendo particulas no dispersables, por el agregado de
nuevas cantidades de solucion sding, se contina la titulacidn
con cantidades mayores de 1,3 1,4 C.C., etc.

2) Prueba de la sensibilidad. .— La senshbilidad de anti-
geno preparado es determinada por comparacion con e antigeno
de Kahn. Se obtienen 8 sueros positivos eg 2 sueros negativos. De
los ocho sueros positivos, seis seran débilmente positivos y dos
débilmente positivos. Todos los sueros son calentados 30 minutos
a 56° antes de la prueba. Si los sueros habian sido ya, previa
mente calentados, volvamos a calentar a 37¢ durante 10 minutos.
Preparamos las suspensiones del antigeno, de acuerdo con € ti-
tulo obtenido, y degamos madurar durante 10 minutos. Dispo-
nemos 20 series de 3 tubos cada uno. A las primeras 10 series le
agregamos 0,05, 0,025 y 0,0125 c.c. de& nuevo antl'gieno y 0,15 c.C.
de cada suero. A la segunda serie, le agregamos las mismas can-
tidades del antigeno standard y 0,15 c.c. de los sueros. Agrega-
mos a todos los tubos 0,15 c.c. de solucion sdina a cada tuba
Se agitan los tubos durante 3 minutos en € agitador mecénico.
Agregamos 1 c.c. de solucién salina a los tubos conteniendo 0,05
c.C. de la suspensién del antigeno y 0,5 c.c. a los tubos restantes.

Interpretacion de los resultados. — Si los resultados obteni-
dos con ambos antigenos, son similares, el nuevo antigeno posee
sensibilidad andloga a la de padron. La senshilidad podra ser
mayor o menor que la del padrén, en estos casos puede corre-
girse € antigeno.

Prueba de correccion. — Son necesarios los reactivos Si-
guientes :

1°) Alcohol colesterolado. O gr. 60 de colesterol se afiaden
a 100 c.c.. de alcohol a 95° colocados en un frasco de Erlenmeyer.
Llevamos € frasco a agua caliente y por movimiento de rotacion,
favorecemos su dilucion. Filtramos y guardamos en frasco os
curo.

20) Reactivo sensibilixante. -~ 1) EI filtrado etéreo, obte-
nido en la preparacion del antigeno con 50 grs. de polvo de cora
zon, es filtrado nuevamente y evaporado con ayuda de un ven-
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tilador hasta un volumen aproximado de 10 c.c. 2) El extracto
etéreo concentrado , se coloca en una pequefia cdpsula de porce-
lana (de 225 c.c. de capacidad) tarada, lavando con pequefias
cantidades de éter e frasco que son agregados a la capsula
3) Continuamos ia evaporacion hasta que no se perciba mas e
olor a éter. En este periodo pueden aparecer aI?unos c.c. de agua,
gue se extraen por medio de una plpeta capilar, del residuo vis
coso y pardusco.

3, La capsula es pesada nuevamente, para calcular € peso
de los residuos.

5) Con una pequefia espatula transferimos e residuo a un
frasco de Erlenmeyer de 100 c.c. afadiéndole 10 c.c. de alcohal
absoluto por cada gramo de residuo.

6) Dejamos durante 30 minutos a temperatura ambiente.
S se forma un precipitado, filtramos.

8) El filtrado se colesteroliza, agregando 6 miligr. de co-
lesterol por cada c.c. del filtrado, colocando e frasco en agua
cdiente y rotandolo para facilitar la disolucion.

9) Se filtra nuevamente y queda pronto para € uso. Guar-
dar en frasco oscuro con corcho recubierto con papel de estafio.

Antigeno hipersensible. — S e antigeno es mas sensible
que e padron, es posible corregirle, diluyendo € antigeno con
aicohol colesterolado o concentrando los lipidos del antigeno. La
dilucion es e procedimiento mas simple.

1) A 10 c.c. de antigeno hipersensible le agregamos 1 c.c.
de acohol colesterolado al 15 %.

2) Redizamos una comparacién con € antigeno padrén. Si
los resultados son comparables se calcula la cantidad de alcohol
colesterolado a agregar a resto del antigeno.

3) S € antigeno continta siendo mas sensible, se ensaya
una nueva dilucion més elevada, por gemplo 25 %. Si por e con-
trario la sensibilidad del reactivo ha ‘disminuido por debgo de la
del tipo, se ensaya una dilucion menor, por gemplo 10 %.

Antigeno hiposensibles. — La correccién en estos casos se
hace por dilucién dd antigeno, con alcohol colesterolado s esa hi-
posensibilidad es debida a una excesiva concentracion de lipidos,
o por € contrario, s la menor sensibilidad se debe a la insuficiente
concentracion de lipidos, la correccién se hace afadiéndole una
pequefia cantidad de reactivo senshbilizador, por eemplo a 5 %.
La técnica es la siguiente: a 10 c.c. de antigeno hiposensible le
afadimos 0,05 c.c. del reactivo sensbilizador y procedemos a la
comparacion con el antigeno padron. Si sigue siendo menos sen-
sible, agregamos mayor cantidad del antigeno sensibilizador, y
s por € contrario fuera més sensible, se le disminuye la can-
tidad del reactivo.

El antigeno una vez sandardizado, es guardado a la tempe-
ratura ambiente y a la oscuridad, en frasco tapado con tapén
de estafio.

Técnica de la reaccion.
Reaccion standard. — Las globulinas del le.r. son precipita-
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das por sulfato de amonio y redisueltas én una cantidad de suero
fisologico equivdente a una 1,10 del volumen origind dd l.c.r.

Precilpi_tacién de las globulinas y redisolucién en el suero fisio-
bgico.

Reactivos necesarios.

1) Suero fisioldgico.
2) Solucién saturada de sulfato de amonio.

Técnica.

1) Centrifugamos € l.cr. y colocamos 1,5 c.Cc. dd liquido
sobrenadante en un tubo standard de Kahn.

2) Le afadimos 15 c.Cc. de solucion saturada de sulfato de
amonio, mezclando por inversién del tubo, y agitando luego enér-
gicamente.

~3) Colocamos la mezcla al bafio maria a 56° durante 15
minutos.

4) Luego de ese tiempo centrifugamos enérgicamente a
3.000 durante 15 minutos para sedimentar las globulinas.

5) Eliminamos e liquido sobrenadante, con ayuda de una
pipeta caepilar, o bien invirtiendo & tubo y degado boca abgo
sobre un papel de filtro.

6) Al precipitado se le afladen 0,15 c.c. de suero fisioldgico
y ayudamos la disolucion, con una ligera agitacion.

Técnica de la reaccién.

1) Preparacion de la suspensién antigénica. Se mezcla €
antigeno con € suero fisiologico de acuerdo con € titulo del anti-
geno; s d titulo es 1 c.c. de antigeno y 1,2 c.c. de suero fisiolé-
gico procedemos del modo siguiente:

a) Colocamos 1 c.c.. dd antigeno en un tubo standard, 5,5
par 1,5, y en otro tubo igua 1,2 c.c. de suero fisiolégico.

b) Vertimos & suero fisiolégico sobre e antigeno répida
mente y sin esperar que escurra € liquido y pasamos la mezcla
de un tubo a otro 6 veces para asegurarnos de su perfecta re-
particion,

¢) Degamos en reposo a temperatura ambiente, no menos
de 10 ni mas de 30 minutos.

2) Colocamos en € fondo de tres tubos de Kahn, 0,01 c.c.
del antigeno de Kahn.

3) A uno de ellos le agregamos 0,15 c.c., medidos con
pipeta de 0,2 c.c, de la solucion de globulinas recientemente pre-
paradas. A uno de los tubos restantes, le afiadimos igual canti-
dad de la suspension de globulinas de un liquido postivo y d
dltimo la suspensién de globulinas de un liquido negativo. Estos
altimos actlan de control. Conviene preparar muestra duplicada
de todos los liquidos.

4) Afiadimos a cada tubo 0,15 c.c. de solucién salina con
ayuda de una pipeta de 0,2 c.c.

5) Agitamos enérgicamente los tubos por 10 segundos.
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6) Luego son agitados por medio del agitador mecéanico
durante 4 ‘minutos.

7) A cada tubo se le afiaden finamente 0,5 c.c. de suero
fisiolégico.

8) Dgamos en reposo a la temperatura ambiente durante
15 minutos y procedemos a la lectura

Expresién de los resultados. — Se utiliza € méodo de las
cruces.

1) Reaccion -+4+-. Se observan netamente las particu-
las en suspensién en un medio opaino o transparente.

2) Reaccion 4. Las particulas se distinguen bien aun-
que con menos facilidad que en e caso anterior, y solo se distin-
guen s levantamos € tubo y se examinan individuamente.

3) Reaccion 4. Las particulas son mas finas y general-
mente sdlo se distinguen por inclinacion del tubo, de manera que
d liquido se esparza en una capa fina

4) Reaccion -, Las particulas son mas finas que en el
tipo 3).

5) Reaccién dudosa, en que no es posble airmar la pre-
sencia de particulas.

6) Reaccion negativa En medios opainos y libres de par-
ticulas. EI Comité Americano de evauacién de las pruebas para
d diagnéstico de la sifilis, aconsga indicar los resultados sélo,
positivos, dudosos 0 hegativos.

Reaccion microscopica de Kline
Reactivos.

1) Preparacion del antigeno.

a) En un frasco de Erlenmeyer de 2 litros se colocan 200
grs. de polvo de corazon (Difco) y se le afiade 1 litro de acohol
etilico absoluto.

b) Tapamos el frasco con un corcho envueto en una |&
mina de estalio y agitamos a intervaos regulares, de manera
enérgica durante 2 horas. La agitacion puede hacerse con un
agitador  mecénico.

c) Filtramos, recogiendo el liquido en una probeta de 1
litro, a través de papel de filtro de buena calidad. Al find de la
filtracion se comprime la masa dd polvo con una espatula hasta
que e polvo esté casi seco.

d) El extracto alcohdlico obtenido es colocado en una he
ladera a temperatura 6 a 8 por 24 horas. Durante ese tiempo
se forma un precipitado blanco que es separado por filtracion.

€) El filtrado se coloca en una capsula de porcelana y se
concentra a bafio maria a una temperatura de 45 a 50°. La tem-
peratura se determina con un termémetro colocado en el extracto.
Durante la evaporacion aparece en la periferia del liquido un
feston irregular que desaparece cuando la concentracion llega al
punto conveniente. En ese momento retiramos e extracto del
bafio maria
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f) El extracto se vierte rapidamente en 500 c.c. de acetona
g.p. colocado en una cpsula y ecalentada a 50-.

g) La cipsula es llevada a la estufa a 37" por 15 minutos.
Al cabo de ese tiempo la acetona decanta, degjando un residuo
céreo, de color pardusco, adherido a la cépsula. Este tiempo de
incubacion es importante porque con mayor tiempo o a tempe-
ratura mas baja, € antigeno se hace mas sensible y menos es-
pecif ico.

h) Se lleva luego la cépsula a la estufa a 50°, hasta que la
pequefia cantidad de acetona se haya evaporado. Generamente
se requieren 30 minutos.

i) Recogemos hien la cera y la pasamos a un frasco con
tapon de vidrio. Se le afladen 80 c.c. de acohol absoluto, que ha
sido previamente colocado en una estufa a 50 - 56" durante 30
minutos. A los 15 minutos agitamos suavemente y lo mismo ha
cemos a los 30 minutos. Retiramos e frasco y lo llevamos a la
heladera a 6 - 8 durante 45 minutos.

j) Filtramos la solucién y € filtrado se evapora a 50° ob-
teniéndose una cera de color pardusco. La pesamos y por cada
gramo de dla se le afiade 10 c.c. de acohol etilico absoluto a una
temperatura de 50 - 56°. Agitamos € frasco unos minutos y lo
llevamos a la estufa a 50° por 30 minutos, agitando luego lige-
ramente.

k) La solucion, ligeramente turbia, es llevada a tempera
tura de 6 a 8 durante 30 minutos aproximadamente y luego se
filtra. El filtrado limpio es & antigeno. El antigeno se guarda a
temperatura ambiente en frasco de vidrio.

2) Cristaleria.

a; Laminas. Se necesitan laminas de vidrio de 10 x 25
ctms. aproximadamente. Sobre esas laminas perfectamente lim-
pias se montan 12 anillos con parafina, de un didmetro interior
de 33 milimetros- dispuestos en 2 hileras de seis anillos cada
uno. Esos anillos pueden redizarse sumergiendo la boca de un
tubo de ensayo con reborde, de 33 milimetros de didmetro, den-
tro de parafina fundida y de punto de fusion de 50 - 56° y gpli-
cados rapidamente sobre la lamina de vidrio.

b) Pipetas. Se utilizan pipetas de 0,2 a 10 c.c. Las pipetas
de 0,2 c.Cc. estan graduadas en 0,001 c.c. Las pipetas utilizadas
para e antigeno, son las de Wright, que proporcionan una gota
de 0,008 c.c. (62 gotas por 9,56 c.c.).

3) Suero fisiologico. 0 grs. 50 de cloruro de sodio g.p. son
disueltos en 1.000 c.c. de agua destilada. Esta debe tener un pH
aproximado de 6.

4) Acido acético gp. d 1 %.

5) Liquido céfalo raguideo. Los liquidos con sangre, pus
0 contaminados con bacterias, o bien aguellos que hayan recibido
suero, ho pueden ser utilizados en la prueba. Conviene utilizar
siempre le.r. centrifugado para eliminar cuaquier particula, vy
utilizar € liquido que sobrenada. En todos los liquidos, en que
se rediza la reaccion de Kline, se dosifica la glucosa, desechando
los que den vaores muy bagos de glucorraguia. Este es un hecho
corriente en las meningitis bacterianas, y en los que d liquido
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puede tener sustancias capaces de producir falsos positivos. Los
liquidos recogidos sin precauciones de aselpsia y conservados a
temperatura ambiente, pueden facilitar el dearrollo bacteriano
que disminuye la glucosa y ocasionar la pérdida de las sustancias
reactivas. Es aconsgable por lo tanto recoger los liquidos en
tubos estériles y guardados en la heladera a 6° u 8, hasta la
redizacion de la prueba

6) Preparacion de las emulsiones de antigeno. En un tubo
de ensayo colocamos 0,85 c.c. de agua degtilada a pH aproximado
de 6, 1,25 c.c. de colesterol g.p. d 1 % en acohol etilico absoluto,
0,1 c.c. del antigeno y 2,2 c.c. de cloruro de sodio a 8,5 %.

Preparacion del antigeno parae la prueba de exclusion. —
Colocamos 4 c.c. de la emulsion en un tubo de 12 milimetros de
diametro interior y se lleva a bafio maria a 50° por 15 minutos.
Se vierten en un tubo de 7,5 por 2,5 cm. y son centrifugados por
15 minutos. Se decanta € liquido, y con € tubo invertido se lim-
pia su interior con un pafio, cas hasta e nivel del sedimento. Se
le agrega a éste 1 c.c. de la solucién del cloruro de sodio a 8,5
grs. por mil. Se traspasa para € uso a un tubo estéril.

Preparacion del antigeno para La prueba diagnostica. — Se
colocan 4 c.c. de la emulsién en un tubo de 12 milimetros de di&
metro interior y se dga 15 minutos a 35°. Se vierte luego €
liqguido en un tubo de 7,5 por 2,5 ctms. Se centrifuga durante 15
minutos. Decantamos € liquido, limpiando € interior del tubo
con un pafio, cas hasta € nivel del sedimento. A este se le afiade
1 c.c. de cloruro de sodio a 8,5 por litro y se traspasa para €
uso a un tubo estéril.

Técnica de la reaccion.

1) Con una pipeta de 0,2 c.c. graduada en 0,001 se colocan
0,05 c.c. de la solucion a 1 % de &cido acético en cada una de
las 12 camaras de la lamina de vidrio, estando éstas inclinadas,
por haber colocado debgo de ellas una varilla de 3 milimetros
de diametro.

2) Se colocan, ayudandose con una pipeta de 1 c.c, gra
duada en centésimos, 0,25 c.c. dd liquido céfao raguideo en las
12 cémaras. La pipeta se lleva inmediatamente por encima de la
superficie del acido y con la punta de ella se toca en un lugar
seco de la camara

3) Las laminas se hacen rotar con suavidad durante 1
minuto.

4) Con una pipeta de Wright se dgja caer 1 gota (aproxi-
madamente 0,008 c.c.) de la emulsén diagnéstica de antigeno
en cada una de seis camaras.

5) A las otras seis camaras, se le afiaden de modo similar,
1 gota de la suspension de antigeno para la prueba de exclusion.

6) Se le imprime durante 1 minuto un pequefio mMovimiento
de rotacion y luego, durante 4 minutos, se balancea de delante a
atrads, con cuidado, pero rapidamente con una amplitud de 1%
al ctm.
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7) Sin peder tiempo se examina a microscopio con 120
aumentos.

Lectura.

. De acuerdo con € tamafio y cantidad de los grumos se
informa :

Reaccion fuertemente positiva +-t
Reaccion positiva -

Reaccién dudosa

Reaccidén negativa.

Nociones técnicas sobre el examen bacteriolégico

Para e estudio bacteriolégico del ler. se siguen, en gene
ral, las mismas normas y se utilizan los mismos métodos que
para € de cuaquier otro producto organico. El desarrollo de las
diversas técnicas que pueden ser utilizadas nos obligaria a dedi-
cale a este tema una extenson desproporcionada con la finali-
dad y € acance de la obra Por eso nos concretaremos a exponer
algunos conceptos generales y agunos detalles referentes a la
manera de llevar a cabo el examen de ciertos casos particulares.

Una circunstancia especia, la de que € l.e.r. se hdla adado
de la flora bacteriana que habita las superficies de piel y muco-
sas en estado normal, simplifica grandemente la interpretacion
del hallazgo bacterioldgico, siempre que se haya recogido € pro-
ducto en condiciones correctas, a abrigo de la contaminacidn
exterior. Por lo tanto, como norma general, se debe establecer
que € halazgo de una determinada especie en un l.c.r. en estudio,
permite asegurar la condicibn de agente etiolégico del proceso
patologico existente. Nuestros conocimientos actuales de bacte-
riologla nos indican que € correcto diagndstico de una especie
bacteriana, se basa en un estudio completo de sus -caracteres
morfolégicos, de sus caracteristicas culturales, de sus propieda
des bioquimicas, de su composicion antigénica y de su accién
patdgena. No siempre es posible utilizar todos esos eementos de
juicio, pero en cada caso debe tenderse a determinar e mayor
nimero de ellos de que sea posible disponer para acercarnos a
un diagnoéstico bacteriologico perfecto.

El examen directo tiene un gran valor de orientacion y, a
menudo, nos permite proporcionar a clinico datos de mucha uti-
lidad para encarar la terapéutica En la mayoria de los casos
para obtener un material adecuado para € examen se debe so-
meter a liquido a una centrifugacion a gran velocidad du-
rante un tiémpo prolongado. Los métodos de coloracion del fro-
tis preparado con el sedimento variardn segln los casos, Si bien
son imprescindibles las técnicas basicas de Gram y Ziehl-Neelsen.
El fracaso del examen no nos indica, como es bien sabido, que €
liquido en estudio sea esté&il, por lo que es siempre necesario
-recurrir @ cultivo y a la inoculacién animal, segin las técnicas
correspondientes a cada caso particular.

Los cultivos se deben efectuar utilizando diversos medios
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segun la orientacion diagnostica que se tenga. Para un estudio
bacteriolégico general, con excepcion de Mycobactemum se em-
plean medios solidos o liquidos ricos en proteinas ‘(ascitis, san-
gre, suero, etc.). Es conveniente efectuar cultivos en aero y anae-
robiosis. Con frecuencia la colocacion de algunos tubos en
atmoésfera de CO, al 10 % es util (Brucellas, Neisseria). La
prolongacion de la incubacion durante varios dias es de vaor en
algunos casos.

La postividad del cultivo nos permite establecer con mas
probabilidad e diagnostico de la especie en causa. Son elementos
a anotar cuidadosamente: € tiempo de aparicion de las colonias,
el tamafio de éstas, su forma, color, transparencia u opacidad, etc.
La morfologia microscopica de los organismos que han desarro-
llado debe establecerse cuidadosamente, teniendo en cuenta, para
la interpretacion, €l polimorfismo que, en los cultivos, pueden
presentar las diversas especies. En general la morfologia més
caracteristica es la observada al examen directo del material
original, procedente de las lesiones. Cuando se tiene un cultivo
puede, a veces, obtenerse el aspecto tipico inoculando un animal
sensible y efectuando frotis de los exudados de las lesiones pro-
vocadas.

Obtenido un cultivo puro de la bacteria en causa, es nece
sario someterla a un estudio bacteriolégico completo. Ya en los
medios utilizados para € cultivo origind se pueden poner en
evidencia agunas caracteristicas (hemolisis, por ej.?, pero de
ben buscarse sistemdticamente con la cepa aidada las propieda
des biogquimicas, serologicas y biologicas en genera, de acuerdo
con los principios generales de la bacteriologia y siempre orien-
tados por los halazgos anteriores, sin olvidar que la bacteriolo-
gia médica es una ciencia aplicada, que trata de establecer €
diagnéstico lo més rgpidamente posible y muy a menudo es nece-
sario sacrificar la exactitud cientifica en aras de la premura.

Es aqui donde se pone en evidencia la sagacidad y pruden-
cia del técnico, pues debe establecerse un limite que no se puede
traspasar sin correr el riesgo de una grave confusion.

La accion patégena experimental es de primordial impor-
tancia en algunos casos (tuberculosis, por €.), pero es un com-
plemento vaioso para establecer € diagndstico bacterioldgico
completo en muchos otros. Por lo general sus resultados llegan
demasiado tarde como para que sean de utilidad en la terapéu-
tica del caso clinico.

Meningitis meningococica.

Examen directo. — Al revés de lo que sucede habituamente
con los otros tipos de meningitis purulenta, puede ser dificil po-
ner en evidencia & meningococo a examen directo. Segin FLACK
(**83) . en liquidos claros e meningococo sélo es encontrado en
un 33 % de los casos, en liquidos ligeramente turbios se lo puede
poner en evidencia en un 61 % y en liquidos turbios en un 96 %.

Con d liquido claro sobrenadante después de centrifugacion

20
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se puede practicar una reaccion de precipitacién utilizando un
suero. especifico.

Cultivo. — Sembrando agar-ascitis 0 agar-sangre e incubando
a 87°C, se pueden observar colonias, a veces en un lolazo relati-
vamente corto (18 horas). Con frecuencia €l desarrollo es favo-
recido utilizando una amosfera de CO, a 10 %.

Estudios serolégicos, con sueros monovalentes, pueden per-
mitir una determinacion del tipo. Conviene efectuar siembras en
medios con glucosa, sacarosa y maltosa. EI meningococo acidifica
los medios con glucosa y maltosa, pero no actla sobre la sacarosa.

En los casos en que no se han encontrado gérmenes a exa
men directo, puede ser de utilidad un enriquecimiento previo del
lLe.r.,, en la estufa a 87> C. A veces se produce un desarrollo en €
mismo liquido. En cuanto se produce enturbiamiento se siembra
en los medios indicados.

Meningitis neumocdcica.

Examen directo. — Las bacterias aparecen, en general, con
relativa facilidad. En los casos de meningitis por € tipo mucoso,
generamente de origen ético, aparecen a menudo cocos en ca
dena, que podrian ser tomados por estreptococos, mas todavia
porque la envoltura mucosa que en otras localizaciones es tan
marcada, que en una coloracion de Gram toma la apariencia de
una cdpsula evidente, en & caso de le.r., fata con frecuencia
Observando hien se nota que entre los elementos de la cadena
hay simpre una sustancia, tefida por la fuchsina, que los une y
ademés, presentan signos de autolisis, pues a lado de eementos
normales en forma y coloracion se observan otros hidrépicos y
mal tefiidos.

Cultive. — Se practica en los mismos medios que hemos in-
dicado para e meningococo. Las pruebas corrientes de identifi-
cacion del neumococo (lisis por la hilis, etc.) permiten efectuar
el diagnostico con rapidez. Si se dispone de sueros especificos, se
debe practicar la determinacion del tipo.

La inoculacion a rat6n, puede prestar gran ayuda para €
diagnostico.

Meningitis por ‘H. influenzae.

Examen directo. -~ A menudo aparecen en gran cantidad.
Junto a elementos de morfologia tipica, se pueden observar for-
mas filamentosas.

Cultivo. — No hav que dearse enganar porque e cultivo
origina sea positivo ain en medios que no contengan sangre,
pues las sustancias nutritivas que acarrea el le.r. pueden ser
suficientes para permitir e desarrollo. Pero los subcultivos no
‘ce obtendrdn s e medio no contiene los factores X y V, necesa
rios para su crecimiento.
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El establecimiento del tipo serolégico, de ser posible, ayu-
dard para la tergpéutica especifica

Meningitis tuberculosa.

Examen directo. - Con frecuencia la investigacion de
bacterias acido-resistentes sera negativa a examen directo, ain
tratandose de auténticas meningitis tuberculosas. Una centrifu-
gacion a gran velocidad y muy prolongada, es de todos modos,
siempre necesaria. Diversos métodos de enriquecimiento han sido
propuestos. Recientes estudios de Hanks y  FELDMANN  ( 1#8¢) uti-
lizando métodos de floculacion quimica y solventes de lipoides, pa
recen demostrar que € tratamiento por cloroformo, es de gran
utilided para e examen directo, porque ese disolvente tiende a
disociar los grumos de bacilos y facilita su hallazgo. Pero estas
investigaciones fueron efectuadas sobre liquidos preparados con
cultivos, los resultados obtenidos sobre liquidos tuberculosos na-
turdles no confirmaron totamente lo observado en aquéllos. De
todos modos, es una via a estudiar cuidadosamente, pues es cono-
cida la importancia clinica de un diagnéstico temprano de la
enfermedad y es sabido que los métodos més sensibles dan resul-
tados positivos con mucha mayor lentitud.

Cultivo. — Es perfectamente conocida la superioridad del
cultivo sobre e examen directo, en lo que respecta a su sensibi-
lidad para poner en evidencia € bacilo de Koch. En nuestro me-
dio, la experiencia de CaNCELA FREIJO (1485)  confirmando lo ob-
servado por la mayoria de los autores y basada en la observa
ciéon de 2706 materides, demuestra que € cultivo meora los
resultados del examen directo en més de un 65 %.

Deben utilizarse medios con y sin glicerol, para poder poner
en evidencia e bacilo bovino.

El examen periédico de los tubos sembrados, antes de la
aparicién de las colonias macroscopicas, es de gran vaor para
apresurar € diagndstico, asi como fué destacado por diversos
autores y especiadmente por SAENz y CosTiL (1486),

Inoculacion. — La inoculacion a cobayo debe utilizarse siem-
pre que sea posible, pues ademés de tener una sensibilidad por
lo menos igua a la de los cultivos w Iitgeramente superior segin
la mayoria de los autores ... su especificidad es practicamente
absoluta. Los cobayos deben ser periddicamente explorados por
medio de reacciones tuberculinicas, sacrificindolos en cuanto és-
tas viran a la postividad.
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