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Aspectos practicos de la preparacion y uso

de los sueros precipitantes

Por JUAN M. MIRAVENT y RODOLFO FERNANDEZ

A partir del afio 1897 cuando R. Kraus comunieé el descubri-
miento de las precipitinas, se inicia para la inmunologia una era
nueva en la cual aleanza ripida difusién el estudio y conocimiento
exacto de ese fendémeno. Al propio tiempo nacen procedimientos
de aplicacién en las ciencias afines.

Poco despubs de Kravus, BorpET y TSCcHISTOVITCH, en 1899, com-
prueban la existencia de precipitinas anti-albtimina y con este ha-
llazgo aparece un amplio campo de experimentacién y estudio, in-
tensamente explotado hasta nuestros dias.

Estos estudios fueron ratificados poco después por los de MyERs,
Kowarsky, ete., y luego por numerosos autores cuyas contribuciones
han permitido alcanzar el progreso que hoy comprobamos en la
materia.

Es a UmLENHUTH y colaboradores a quienes prineipalmente de-
bemos la utilizacién de las precipitinas en el reconocimiento de al-
baminas, con aplicacién a la medicina legal. Mucho se ha publi-
cado después de estos trabajos y muchos coneeptos nuevos se han
agregado, especialmente en lo referente a la forma, proporciones y
leyes de combinacidn de antigeno-anticuerpo, pero su aplicacién
forense poco se ha beneficiado con ello. Puede decirse que en la
actualidad el método original de UHLENHUTH, constituye el proce-
dimiento de eleceién en medicina legal, al que los estudios menecio-
nados han aftadido la prueba cientifica y del tiempo de su exae-
titud.

En este resumen de caricter eminentemente practico, nos apar-
tamos en lo posible de la parte teérica del problema, para puntua-
lizar lo que la experiencia nos ha aconsejado como mas 4til en la
preparacién, titulacién y aplicacién diagndstica de los sueros pre-
cipitantes llamados anti-albtimina. Antes de pasar a la parte prac-
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tiea conviene recordar algunos principios que rigen las reacciones
de precipitacién — fruto de los estudios modernos — y el diseutido

punto de la especifieidad.

LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA LA FLOCULACION. — Lios estudios
modernos a que haremos referencia en la forma més somera posible,
han permitido un profundo conocimiento de muchos aspectos del
fenémeno de la precipitacion. Se sabe perfectamente, hoy dia, que
el grado de formacidn del complejo antigeno-anticuerpo y de su flo-
culacién varia segun las condiciones del experimento. HEs acele-
rado por los procedimientos que aumentan la velocidad de impacto
entre las particulas del complejo; tales procedimientos incluyen la
reduceién del volumen total (disminucién del espacio entre las par-
ticulas reactivas), el aumento del grado de movimiento (agitacidn,
corrientes liquidas al llevar a bafio de 37°, inmersién incompleta),
el Optimo de concentracién de electrélitos y especialmente la tem-
peratura.

A DreaAN se debe el conocimiento de las proporciones de antigeno
y anticuerpo en la reaccién de precipitacion; ya en 1911 demuestra
gue la cantidad del preecipitado depende de las proporciones rela-
tivas en la mezela.

Al afadir a cantidades variables de antigeno una cantidad cons-
tante de anticuerpo, se nota que con cierta cantidad de antigeno es
mayor el precipitado y que con la mitad del anticuerpo la mayor
precipitacién ocurre eon la mitad de antigemno, ete. Cuando se re-
ducen ambos reactivos se retarda o impide la reaccién. OPIE de-
muestra que el precipitado puede no aparecer ¢ ser disuelto por
exceso de antigeno.

En 1926, Dean y WEBB trabajando con suero de conejo antica-
ballo, elaboran un método denominado de proporciones 6ptimas pa-
ra la medicién cuantitativa de antigenc y anticuerpo aplicable a
los sueros precipitantes.

Ensayan diversas proporciones de anticuerpo frente g cantidades
variable de antigeno, hallando asi la relacién 6ptima antigeno-anti-
cuerpo que es una constante para cada suero. Si para 1/20 de anti-
suero la dilueién éptima de antigeno es de 1/320, para 1/40 es de
1/640, conservando siempre la relacién constante de 1/16. Un
exceso de cualquier reactivo hace més lenta la floculacién.

Dean y WEBR designan a la reaceién antigeno-anticuerpo con flo-
culacién més répida, con el nombre de proporeién Gptima y sobre
33 sueros emcuentran valores de 1/177 a 1/14, es decir que una
parte de antigeno flocula en condiciones éptimas con 177 & 14 par-
tes de anticuerpo. En otros términos, para una cantidad dada de
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antigeno (1 volumen) se requiere la misma cantidad de anticuerpo,
contenida en un caso en 177 volimenes y en otro en 14; en este
Gltimo la concentracién de anticuerpo es mucho mayor.

K] sistema usado por DEAN y WEEB, mantiene constante la can-
tidad de anticuerpo. En este sentido es idéntico el utilizado por
UHLENHUTH.

TAvLor, ADAIR y ApAIR, comprueban y amplian lo hallado por
Drax y WEBE, investigando las relaciones del punto de neutralidad,
la constante anticuerpo, la floculacién éptima y la precipitacién mé-
xima. Se basan en los trabajos de CULBERSTON, por andlisis del li-
quido sobrenadante, como medio de establecer la zona de neutra-
lidad.

Trabajan con albGmina ecristalizada de huevo y su respectivo
antisuero, pues, cuando usan suero de conejo anti-eaballo, no pue-
den determinar exactamente el punto de neutralizacién, atribuyendo
este hecho a que la albtimina de caballo es una mezela de diferentes
antigenos.

Afirman que hay un punto neutro donde no existe antigeno o
anticuerpo en el liquido sobrenadante. En este punto el promedio
de valores en la relacién de N del precipitado a N del anticuerpo
es de 1/11 a 1/15, y esta relacién es constante. El punto neutro
corresponde al llamado por DEAN y WEBB, 6ptimo constante anti-
cuerpo. Con crecientes cantidades de antigeno y anticuerpo cons-
tante, el mayor precipitado ocurre en lg zona de exceso de antigeno,
en una cantidad que varia, como ya lo determinaron DEAN y WEBS,
de 1,6 a 2,4 veces la dosis de antigeno en el 6ptimo. Cuando el an-
tigeno es constante, la primera floculacién no se produce en el punto
neutro, sino con 1,6 veces la cantidad d6ptima de anticuerpo, pero
la precipitacién es mds abundante aumentando el anticuerpo, el
cual no inhibe hasta quince veces la cantidad Gptima.

Dean y WEBB dicen que en la practica el Ginico punto de interés
es la investigacién y diferenciacién de pequefias trazas de albmi-
nas y que las mejores condiciones son dadas por variables canti-
dades de antigeno y altas concentraciones de anticuerpo. Hxpresan
el titulo de un suero como la mayor dilucién de antigeno que pro-
duce turbidez visible, usando anticuerpo puro o en dilucién baja
(1/5 - 1/10), siendo el mejor anticuerpo el que descubre menores
cantidades de antigeno.

Lios autores que como TopLEY y CRUICKSHANK estudian los dos
sistemas de floculacién, antigeno constante y anticuerpo constante,
hallan valores diferentes para cada sistema y aungue tedéricamente
debieran ser idénticos, en la practica pueden ser muy distintos. ILa
velacién antigeno anticuerpo con antigeno constante no es 1/16 co-
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mo en el ejemplo que mencionan, para constante anticuerpo, sino
1/40 v si se busca la floculacién rapida se encuentra un valor 6
veces mayor que el Optimo de neutralizacién.

Esta discordancia curiosa cntre los valores de precipitacion 6Opti-
ma, con sistema constante anticuerpo y constante antigeno ha sido
analizada por MArrack y por BROwWN bajo puntos de vista generales.
Marrack llama procedimiento o al de constante anticuerpo y  al de
constante antigeno, comtnmente usado en la valoracién de toxina
antitoxina por floculacion.

Se halla con el procedimiento a floculacién neutra usando la subs-
tancia soluble especifica del nmeumococo ¥y su respectivo antisuero;
en cambio con el procedimiento P se constata floenlacién 6ptima en
la zona de exceso de anticuerpo y por logica fuera de la zona neutra.

Brown divide las reacciones de precipitacién en tres clases:
19 aquellos sistemas antigeno-anticuerpo en los cuales los procedi-
mientos a y B dan la misma relacién (p. e, T. A. diftérica), 2° los
que dan relacién distinta con los proc. o v B, perc con tratamiento
especial (agitacién después de primera lectura y observacién de
los precipitados que resisten la dispersién o son estables), dan con
el procedimiento a la misma relaciéon que con el §, y 3° aquellos
donde persiste 1a diferencia de valores o y  pese a la agitacion.

En el caso 29 estd el sistema subs. soluble del neumococo y su
antisuero y en el caso 39 los sueros precipitantes antthumanos.

En la préactica debe usarse el sistema de titulacién de anticuer-
po constante. No conviene diluir exeesivamente el anticuerpo por-
gue disminuye la substancia precipitable y porque se afecta la velo-
cidad e intensidad de la reacciéon. El método de antigeno constan-
te, sus modificaciones y su relacién con el anticuerpo constante han
contribuido al esclarecimiento de los fendémenos de floculacién y sus
relaciones cuantitativas.

La especificidad de las reacciones de precipitacion. — Lia reaceion
de precipitacién ha permitido apreciar y limitar las diferencias bio-
16gicas de las proteinas de especies distintas, animales y vegetales.
Lias experiencias de muchos autores y en particular de NUTTALL prue-
ban que un suero inmune actGia mas intensamente con el suero o
proteina usados en la inmunizaciéon y también con antigenos de es-
pecies proximas; la intensidad de las reacciones guarda relacién con
el grado de parentesco zooldgico. Si las especies son préximas la
distineién por precipitinas es dificultosa (UHLENHUTH y SEIFFER,
DraN, LANDSTEINER, etc.).

La diferenciacién de proteinas de especies proximas puede prac-
ticarse segin FUJIWARA con sueros absorbidos econ antigenos heterd-
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logos; el mismo resultado puede conseguirse por desensibilizacién
in vivo con antigeno heterédlogo (DAKIN y DALE, WELLS y OSBORNE).
El método de precipitacién parcial usacdo exitosamente por varios
autores, ha sido eriticado por otros, gue a su vez aconsejan la com-
paracién del valor limite (UNLENHUTH y SEIFFERT).

En lugar de menecionar las variadas opiniones sobre el fundamen-
tal problema teérico planteado por la inespecificidad relativa, pre-
ferimos recordar que la especificidad de los sueros inmunes dismi-
nuye econ la inmunizacién prolongada (UHLENHUTH y SEIFFERT,
Hooker y Bovp, ete.) y atn hay variaciones individuales de espe-
cificidad en animales de la misma especie como productores de an-
ticuerpos. (MANTEUFELD y BERGER).

Preparacion de los sueros precipitantes. — Nuestra téenica de in-
munizacion difiere escasamente de la preconizada por UNLENHUTH
¥y SEIFFERT, se aparta algo del sistema de DEAN y WIBB y estd ba-
sada en ciertos principios enumerados a continuacién. Selecciona-
mos animales grandes y sanos (conejos), perfectamente cuidados y
alimentados con verde y cereal; inoculamos por via venosa en dos
series de inyecciones bien espaciadas; suprimimos las cantidades ex-
cesivamente grandes por ser contraproducentes en cuanto al titulo
v especificidad, por igual razén no inoculamos con demasiada fre-
cuencia ; aprovechamos el consejo difundido de espaciar ampliamen-
te cada serie de inyecciones y finalmente practicamos una buena
seleceién de los productores de antisuero, basada en la eliminacién
de los animales que no produzecan suero de titulo alto y especifico.
En cuanto a la via de inoculacién elegimos la venosa para la rutina;
la peritoneal completa en ciertos casos la inmunizacién y la sub-
cutanea la reservamos para desensibilizar los animales, evitando las
muertes que se producen con las cantidades grandes por via venosa
o al iniciar la segunda serie. ¥l antigeno usado debe ser suero
fresco estéril.

Después de varios ensayos preferimos el sistema siguiente: inocu-
lacién con dos series de inyecciones endovenosas espaciadas dos me-
ges entre si.

Cada serie consta de las siguientes cantidades: 1, 114, 2, 214 33,
3 ¢.c. con 5-6 dias de intervalo; excepcionalmente llegamos a 5 ¢.c.
Horas antes de las inoculaciones grandes inyectamos 1 c.c. por via
subcutanea.

Esta dosis desensibilizante evita la muerte de animales por ana-
filaxia, no perjudica el valor del suero y es aconsejable antes de
iniciar la segunda serie; la dilucién del suero con fisiolégica y la
inyeccién lenta aumentan la tolerancia de las cantidades grandes
de antigeno.
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A pesar de todas las precauciones mueren conejos por anafila-
xia. Se observan también variaciones muy grandes individuales
en cuanto a titulo y especificidad, y por esa razén eliminamos los
animales inapropiados al término de la 1* serie. La produccién de
anticuerpos debe juzgarse, por lo tanto, después de la primera serie;
de acuerdo a este criterio eliminamos todos los animales gque des-
pués de 10 dias de la ultima inyeccién de la primera serie no for-
men precipitinas de un valor especifico de 1/1.000 o bien formen
anticuerpos inespeecificos, para especies bien distintas de un valor
que alcance o pase de 1/100. Estos animales, malos productores,
pueden perjudicar una buena partida de suero y por ello, se eli-
minan. El cuadro N¢ 1 revela la producecién escasa e inespecifica
de anticuerpos en animales tratados en lag mismas condiciones del

resto.
Cuapro N° 1
Suero pre- R s e e v
cipitante Antigeno: Dilucién de suero en solucién fisioldgica 1/2 cc
Antiﬁzba- Caballo Bovino Humano C 1
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Seis conejos inoculados con dos series de inyecciones. Temperaturas de in-
cubacién de 37° y ambiente. Un suero (n? 4) conserva imespecificidad.
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Al término de la segunda serie de inyecciones y después de 10
dias de la Wtima, practicamos un segundo ensayo, donde exigimos
valor especifico por lo menos de 1/10.000, con un inespecifico de
1/500 como maximo.

En el caso de exeelente valor homdlogo pero también el heterd-
logo resulte excesivo, se repite la sangria después de otros 15 dias,
Yya que en ocasiones éste se atentia, conservandose aquél.

Si el resultado revela titulo insuficiente o inespecifico, conviene
eliminar al animal. Si el valor homélogo fuera inferior pero cer-
cano a 1/10.000 se puede reforzar mediante 1 § 2 inyecciones in-
traperitoneales de 10 c.c. de antigeno. Un nuevo descanso de 2 6
mas meses y una tercera serie puede resolver el problema cuando
la preparacién no exige urgencia o economia.

En resumen; la seleccién de animales, dosando individualmente
los anticuerpos y el método de inmunizacién diseontinua, asi como
la inoculacién exclusiva de suero sanguineo fresco y estéril, como
antigeno, nos han dado buen resultado praectico, sin olvidar la bue-
na alimentacién y el cuidado de los animales productores.

Si la valoracién mencionada es aceptable, se procede a la sangria
definitiva, practicada por lo menos 10 dias después de la dltima
inyeecion. Sangrando antes del términc dicho, se constatan flo-
culaciones parciales in vitro, muy molestas, asi como mayor valor
inespecifico.

Antes de la sangria total se dejan en ayunas 24 horas los anima-
les y aquélla se realiza por puncién estéril de la cardtida. Cada
suero se recibe por separado; asi se titula al dia siguiente, des-
pués de eliminado el coagulo y evitando la hemdélisis. Se reunen los
sueros buenos, se filtran por bujia Berkefeld y de acuerdo a nuestra
observacion los dejamos en la heladera a 0° durante 2 6 3 meses en
condiciones de absoluta esterilidad. Consideramos conveniente di-
cha permanencia por dos razoues; en primer términoc para gque se
produzea la floculacién in vitro — siempre inevitable — antes de la
segunda filtracién y reparto; ademés, hemos comprobado una fran-
ca disminucién del valor inespecifico por simple estacionamiento a
0°, como puede apreciarse en el cuadro 2.

Para terminar con la preparacién aconsejamos la conservacion
estéril a 0° en ampollas al abrigo de la luz, o bien la desecacién
al vacio en condiciones de esterilidad.

Titulacién de los sueros precipitantes. — Mucho se ha escrito y
mucho hemos trabajado en la eleceién de un buen método de titu-
lacién. Resumiremos la experiencia adquirida diciendo que prefe-
rimos el método original de UHLENHUTH, que corresponde al luego
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Cuapro No 2

Sueros frescos ‘Tres meses
Sueros: 0.1 ce. Antigeno: 1 ce. estacionados
2 h. 37° (©°) 2 h. 37°
Humano ................... Humano  1/se0 +++ +++4
L AT A » ]/ 10000 + ++
D e Sol. fisiol. 0 0
Sol. fisiol. ................. Humano /500 0 0
Humano ................... Bovino 1/ 1000 + 0
P e Caballo 1/ 1000 ++ a
P i it Cerdo 1/ 1060 —'r‘ 0
B e e Bovino 1/ 5000 4] 0
T Caballo Y5000 g 0
P e e e e Cerdo 1/ 5000 ¢ 0
Bovino .................... Bovino 1/ 5000 + -+ +++
D e e e e e i e e » 1/10()00 + + + JF
D S, Fisiol. 0 0
S.fistol. ... Bovino Y5000 0 0
Bovino .................... Humano /1m0 -+ 0
D e e e e Caballo 1/1000 + ‘«L 0
N Cerdo 1/ 1000 + g
2 Bumano /500 0 0
» e e Caballo 1/ 5000 g 0
o Cerdo 1/ 5000 + 0
Caballo ................... Caballo 1/ s000 ++++ +++
D e e > 1/ 10000 ++ 1 +
A S. fisiol. 0 0
S.fisiol. ... Caballo 1/ 5000 0 0
Caballo ................... Humano /100 ++ 0
D e Bovino 1/ 1000 ++ 0
D e Cerdo 1/ 1000 -+ + + U
2 Humano /500 = 0
D e Bovino 1/ 5000 B 0
I Cerdo 1/ 5000 + 0

Incubacién a 37° para hacer mAas nitido el fendmeno.

denominado sistema de anticuerpo constante. En nuestra experien-
cia debe practicarse la lectura de los resultados a los 5 minutos de
permanencia a temperatura ambiente. Las temperaturas de 37° a
40°, si bien intensifican la reaccién facilitando la leectura, en cam-
bio provocan un aumento proporeionalmente mayor del valor ines-
pecifico, con los inconvenientes consiguientes. Bs deeir, se observa
la disminucién de la zona de especificidad por mayor acercamiento
de ambos valores, precisamente lo que se trata de impedir en una
reaccién de limitada especificidad. (Cuadro N© 3).



Cuapro N° 3
. Inoculados con una serie. — 2 h. a 37° Inoculados con 2 series. — 2 h. a 37°
Suero
Contral. Contral.
de
Antigeno /w0 Antgieno 1 /o0 Antigeno /1000 Sol. Antigeno !/ Antigeno /s Antigeno ! /w00 Sol.
conejo
fis. fis.
Ne Caballo Bovi- Hu- Caballo Bovi- Hu-~ Caballo Bovi- Hu- Caballo Bovi- Hu- Caballo Bovi- Hu- Caballo Bovi- Hu-
no mano no mano no mano no mano 1o mano no mano
33 | + 9+ +£| x£ — —| — — — | —|++ + +| 4+ — | + — ==
37 |F+4+ + |+t — — | A — = | = A = =ttt 2| — — ] —
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Demuestra la influencia de la temperatura haciendo inespecifico el total de los sueros.
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Tocdo el material de vidrio debe estar perfectamente limpio, se-
¢o v carente del menor resto de materia orgénica. Preferimos para
la practica los tubos de la reaccion de KAHN, dispuestos en soportes
gque permitan una lectura facil. Una buena fuente de luz asi co-
me la relativa oscuridad del laboratorio son condiciones necesarias
para la lectura. Tl uso del fotémetro y la habitaciéon oscura son
las condiciones ideales.

Por variadas razones y en particular por el mayor titulo, faci-
lidad en la técnica, como también por la uniformidad y constancia
de los resultados, efectuamos siempre la valoracidn con sueros fres-
cos, como antigeno.

Tanto éstos como los sueros precipitantes deben ser perfectamente
transparentes y libres de particulas; la filtracién por bujia o la cen-
trifugacién permiten obtener dicha condicién indispensable.

Con solucién fisiolégica al 0,85 %, bien transparente, se practican
diluciones del suero usado como antigeno en las proporciones si-
guientes: 1/500, 1/1.000, 1/2.500, 1/5.000, 1,/10.000, 1/15.000 y
1/20.000 para el antigeno homdlogo; igual ntimero pero de concen-
tracién diez veces menor para los heterolégos. De cada dilucién se
coloca 1 ¢.c. en un tubo de Kanw, afiadiendo rapidamente y bien
medido el antisuero a ensayar, en volumen de 0.1 c.c. Como con-
tralores empleamos la misma cantidad de antisuero afiadida a sol,
fisiolégica y la mayor concentracién de antigeno sin antisuero. A
los & minuntos después de agitacion uniforme de todos los tubos de
reaccién y contralores, se efectia la lectura, anotando la dilueién
mayor de antigeno especifico y de cada uno de los no especificos
donce se observa opacidad neta. Durante los 5 minutos estableci-
dos, todo el sistema debe permanecer a temperatura ambiente pré-
xima a 20°. Anotado el valor especifico y los heterdlogos, se es-
tablece la relacién E./N.E., indicadora de la utilidad practica de
cada suero, puesto que un buen suero debe contener por lo menos
50 a 100 veces més preeipitinas especificas comparadas, desde luego,
con las de especies alejadas.

Como criterio préactico basta una separacién amplia entre ambos va-
lores, para su aplicaciéon diagnéstica, p. e., un suero antihumano de
valor especifico de 1/10.000 e inespecifico de 1/500 o menos, para
antigeno de caballo, vaca o cerdo, puede utilizarse con seguridad en
diluciones mayores que las mencionadas Ultimamente. El resulta-
do serd bueno con diluciones de antigeno de 1/2.000 a 1/10.000.
UHLENHUTH en la determinacién del valor no especifico procede
asi: diluye los sueros heterdlogos a 1/200 y 1/1.000; el especifico
a 1/1.000. Todos los voldmenes son de 1 c.c.; a cada tubo agre-
ga 0,1 de antisuero y exige que a los 20 minutos de permanencia
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a temperatura ambiente no se constate enturbiamiento franco en
diluciones de 1/200; en caso contrario se elimina dicho antisuero.
E] criterio citado es excelente, pero tal vez de exigencia demasiado
rigurosa.

La reaccion de precipitinas en el reconocimiento de proteinas. —
Nog limitaremos al diagndstico de origen de una sustancia o de una
mancha en Medicina Legal. Al llegar el material al laboratorio,
para reconocer o negar el origen humano, se procede de acuerdo
2 la naturaleza de dicho material. En el caso de tratarse de sangre,
se procede en primer término a verificar su naturaleza mediante
lag reacciones micro-quimicas de hemoglobina y de ser posible in-
vestigando la existencia de eritrocitos.

Inmediatamente se procura obtener una buena suspensién en so-
lucidén fisiolégica, tratando de desprender lo mejor posible el ma-
terial sospechoso del objeto que lo contiene, empleando para con-
seguirlo instrumental libre de materia orgénica. Realizada esta
primera etapa, se pesa dicho material para emulsionarlo en 100 ve-
ces su peso de soluecién fisioldgica de 0,85 % estéril; material y so-
lucién quedan una noche a 0° en recipiente de tapa esmerilada,
libre también de materia orginica. Al dia siguiente se agita du-
rante 1 hora con perlas de vidrio y finalmente se centrifuga o fil-
tra, seglGn la cantidad, usando en este caso crisoles Jena con fil-
tro de vidrio que retienen poco liquido, con el fin de suprimir en
absoluto toda particula en suspensién y contar con un liguido
perfectamente transparente y claro. De esta suspensién o dilucién
de conecentracién aproximada al 1 % se obtiene otra més exacta
al 0,5 % por comparacién de Ia turbidez de una dilucién de suero
humano, que se utiliza para contralor, al 0,5 % y a la que se
aflade 4acido tricloroacético. ILia citada dilucibn cuya opacidad
se iguala a la de suero al 1/200, sirve a su vez para preparar otras
més altas, de 1/500, 1/1.000, 1,/2.000, 1/5.000 y 1/10.000. De
igual manera, del suero humano contralor se haran las mismas dilu-
ciones, asi como también de todos los animales cuya intervencién
pueda admitirse.

En una gradilla apropiada se colocan dos series de 6 tubos cada
una con las diluciones mencionadas (de 1/200 a 1/10.000) del ma-
terial sospechoso por una parte y del suero humano contralor en
la otra serie; todos los voltmenes serdn de 1 c.c.; ademas se afia-
dirdn 3 tubos con los contralores siguientes: del material sospe-
choso a 1/200, del antisuero completado con solucién fisiolégica y
de ser posible del objeto que vehiculiza la mancha en su parte
Libre de la misma.
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Dispuesto el experimento en esta forma y contando con suero
antihumano puro y limpido, se aftade rapida y exactamente medido
0,1 c.c. a todos los tubos mencionados, salvo como es logico al
contralor de antigeno. Se agita ripidamente la gradilla, se anota
el tiempo, se espera 5 minutos y se lee. Si el antisuero conserva
su poder, la reaccién testigo serd positiva hasta 1/10.000; si el va-
lor fuera en ese momento inferior a 1/1.000 se desecha el antisuero
y se repite con otro. Kstablecido el valor actual del antisuero con
la reaccién testigo, se lee inmediatamente el correspondiente al
material en estudio, anotindose ambos valores. Si son idénticos
o muy proximos la reaccién se considera positiva o indicadora de
sangre humana, siempre que los 3 contralores antes citados per-
manezean transparentes. La reaecién se practica a temperatura
ambiente y se anota como valor aguella dilucién eon opacidad neta.

i los valores son iguales o proéximos el resultado es positivo.
Si el valor es alto con el suero humano (1/5.000 o0 més) y bajo eon
el material examinado en forma gue el tubo correspondiente a
1/200 quede transparente después de 20 minutos, la reaccién seri
negativa. EBn casos de reaccién aproximada pero algo distante, p.
e., 1/5.000 con el suero humano y 1/500 para el material a exami-
nar, el resultado no serd categérico y deberd compararse con: «)
suero antihumano frente a distintos antigenos animales como ser,
suero de oveja, caballo, ecerdo, ete., anotando el valor méiximo de
inespecificidad, b) suero antihumano absorbido y estabilizado con
el antigeno heterélogo cuya naturaleza se aduzeca y c¢), finalmente
con la fijacién de complemento.

Todos los ensayos mencionados deben practicarse con liguidos
practicamente neutros.

CoNcLUSIONES

La buena téenica de preparacién, medicién y conservacién es
condicién indispensable para el éxito de la prueba. La ejecucién
meticuloga, el empleo de todos los contralores mecesarios, asi eomo
cierta practica previa de las reacciones de este tipo son condicio-
nes absolutamente requeridas en pruebas de tan grande responsa-
bilidad. No basta un buen suero de alto valor y especifico; se re-
guiere igualmente buena téenica y rodearse de todas las garan-
tias experimentales necesarias con abundancia de suero precipitante
y alto nlmero de reacciones de econtralor, en especial la reacecién
de fijacién de complemento.
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