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Estudio de& la suero-reaccidon de Tabanera

2) Enfluencia de los lpidos
b) Accién del acido sulfarico a diferemtes concentraciones
¢) Estudio nefelométrico de la reaccion

m

por Fernande Modern, Juan Antonio Tabanera y Guillermio Ruff?

La suero-reaccidn que estudiamos presentada por uno de nos-
otros en el afio 1041, (*) fué motivo de estudios ulteriores tendientes
a conocer el mecanismo de la reaccion. Asi fueron presentadas varias
comunicaciones con los resultados que se iban obteniendo. Después de
estudiar 1022 casos (2), llegamos a las siguientes conclusiones:

“El precipitado did reacciones netas de proteinas y amino-acidos;
la relacién entre el nitrogeno y el extracto seco del precipitado (*)
correspondia al factor de conversidn del nitrégeno a proteinas (6.25) ;
por electrodialisis se demostrd que se trataba de una globulina y es-
tudiando las fracciones proteicas de los sueros normales y patoldgi-
cos se encontro que la seudoglobulina era el elemento ‘“protector”
que retardaba por un cierto tiempo la precipitacién por el 4cido sul-
farico de las otras fracciones, euglobulina v albtimina”.

Esta fraccion seudoglobulinica estaba aumentada sensiblemente
en los sueros con reaccién “positiva”. Sin embargo, pusimos de re-
lieve ya en esa oportunidad que bien podia tratarse de alguna otra
substancia que precipitase conjuntamente con la seudoglobulina. A
esta altura de la investigacién decidimos asignar a la suero-reaccion
un valor numérico de sus resultados (*) con lo cual obteniamos una
mayor exactitud de los mismos y permiti6é seguir la evolucién de los
casos estudiados clinicamente.

Se determinaron luego las curvas de los espectros de absorcion
() de los sueros positivos y negativos, asi como también de las frac-
ciones proteicas de los mismos, llegindose a la conclusion de que no
existian diferencias apreciables, salvo las encontradas para la frac-
cién albuminica, pero que no podian tomarse en cuenta por ser ellas
pequefias. Estudiamos después el indice de refraccion (°) de los
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sueros y hallamos valores muy diferentes para los positivos y los
negativos, siendo el indice menor para los sueros positivos. En el
mismo trabajo expusimos los resultados sobre conductividad, los que
estan de acuerdo con los valores hallados en la refractometria.
Resolvimos, entonces, encarar ¢l problema desde otro punto de
vista, cuyos resulfados presentamos hoy en esta comunicacion, lu
que sera completada con el estudio posterior de las sales contenidas

en los sueros.
a) Influencia de los lipidos en la suero-reaccidn.

De acuerdo con el plan de trabajo oportunamente trazado estu-
diamos la influencia que sobre el signo de la reaccion pudieran tener
los lipidos del suero. Para ello, a un suero con reaccidn positi-
va -+, le eliminamos los lipidos en la siguiente forma:

Agregamos 25 cm® de alcohol absoluto (a-—15°C) a 3 cm? de
suero y el total fué colocado a und temperatura de —15° C. Se agito
enérgicamente y se filtr6 por Gooch. En el mismo filtro, que conte-
nia el suero deshidratado, agregamos 25 ¢cm® de éter puro y eniriado
(libre de peroxidos).

El suero asi obtenido, libre de la mayor parte de los lpidos v

llevado con agua al volumen inicial, dié con el Acido sulit rico al

8,33 % aproximadamente, la misma reaccion primitiva (positi-
va A4,

Repetimos esta operacion con dos sueros negativos v un suero
positivo.

Ta reaccidn de precipitacion en los sueros negativos {normales)
se mantuvo atn después de eliminados los lﬂi os; en el suero posi-
tivo la reaccién conservd también el mismo signo.

Teniendo en cuenta estos resultados, podemos descartar la in-
fluencia de los lipidos del suero en el signo de la suero-reaccion de
precipitacion por el acido sulftrico.

Como dato complementario estudiamos la refractometria y pola-
rimetria en los diferentes sueros Hevados a igual concentracién pro-
teica que determinamos por el método Kjeldaht. Los resultados obte-

nidos fueron los siguientes:

a) Refractometria de suero positivo al 4 % y a 17.5° C. did por
resultado: Np = 1, 34256.

b) Refractometria de suero negativo al 4 % y al 17,5° C. di6 por
resultado: Np = 1, 34290.

¢) Polarimetria a 20° C.
Suero positivo: — 2°.2g.
Suero negativo: — 2°40,

Esta desviacion polarimétrica sc determiné en tubos de 1 dm.
de longitud empleando luz de sodio. :
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De acuerdo a los resultados anteriores podemos decir que, si
llevamos un suero positivo o negativo a la misma concentracion p
teica final, los valores sufren muy pocas diferencias entre si, los
que sélo son imputables al margen de error del método.

b) Accidn del deido sulfirico a diferentes concenlraciones.

Todas estas experiencias fueron realizadas utilizando sueros
positivos y negativos llevados previamente a una misma concentra-
cion proteica (4 %). La determinacién del ion H se hizo potencio-
métricamente, utilizando un potencidmetro de Leeds y Northrup que
da una aproximacién de 0,02 de pH.

CUADRO 1 (SUFRO NEGAT.VO)

Prot. Concent. A los Aspecto a
N.e H,S804 H:0 en pH CH
4 H2S0. 30 min. 24 hs.
115 emd N Sem® | 0 om? | 05 limpido | 1.0 5.42.10—? | débil opales.
2|25 emd N < 2.5 em®. | 0.25 < 150 3.16.10—2 | claro
3] 10 emd N < 2.0 em?. | 0.10 < 1.65 | 2.24.30—? | claro
4] 5. cmd N/10 < 0 cmd | 0.05 < 2.20 | 6.29.00 -3 | claro
5 | 2.5 em3. N/10 < 2.5 em?. | 0.025 opal. déh. | 3.68 | 2.09.10—* | claro
6 | 1.0 em®. N/10 « 4.0 cm® | 0.0l opalusc. 5.3 | 5.0 .10—¢| precip. +
7 | 5 em® N/100 < 8 cm®. | 0.005 | men. op:l | 6.2 150 .10—7 7 precip. M2 +
8 | 2.5 emd, N,100 < 2.5 cmd. | 0.0025 < 6.9 | 1.26.10—~7| muy débil
precipitado
CUADRO 2 (SUERQ POSITIVD)
’ Prot. Concent. A los Aspecto a
N.e H2804 H.0 en pi CH
i ‘ 4 9 ! H,80« 30 min. 2k hs.
1!5cmd N 5emd |0 cmd | 0.5 limpido | 1.30 | 5.02.10—2 | opalescente
2| 25em® N « 2.5 em® | 0.25 < 1.42 | 3.8 .10—2 | claro
310 cmd N « 4 cmd | 0.10 < 1.70 | 1.99.10—? | ciaro
4 | 5 cm3. N/10 « 0 om? 0.05 ¢ 2.1 | 7.91.10—2| claro
5| 2.5cm® N/LO < 2.5 em? 0 025 opal. déh. | 3.42 | 3.80.10—*| opalescente
6 | 3.0cm? N/10 3 4 cm3. 0.01 floculos 5.05 | 8.91.10—6 | precipit.
++++
7 | 5 em®. N/100 < 0 cm® | 0.005 | muy.opal | 6.15] 7.08.10—7 | precip. ++
débit
tléculos
8 | 2.5 cm® N/100 < 2.5 em®. 0.0025 | muy. opal. | 6.70 | 1.99.10—7 | prec. 1> -

El suero negativo a pH 5.3 presenta una opalescencia bien mar-
cada a los 30 minutos y un precipitado () débil a las 24 horas;
en cambio, en el suero positivo a pH 5.05 antes de los 30 minutos
se observan floculos que se depositan en el fondo del tubo. A las
24 horas presenta un gran precipitado (4-+--4). Este mismo pre-
cipitado se obtiene también a pH 6.15 y pH 6.70. Llama la atencién
este comportamiento desde el momento que el suero positivo tiene
proteinas que precipitan mds ficilmente a esta concentracién que el
suero negativo. La cantidad de SOH, fijada por los dos sueros
varia algo en los dos casos. El suero negativo fija cantidades mayo-
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res de iones H que el suero positivo. La zona de precipitacion ma-
xima en los dos sueros es la misma con respecto al pH, aunque la
cantidad sea mayor en los sueros positivos.

Estudiando la precipitacion en la zona fuertemente acida, pudi-
mos comprobar la existencia de otra zona de precipitacién que no
tiene nada que ver con la va estudiada anteriormente. Con este obje-
to hicimos las experiencias que exponemos a continttacion :

CUADRO 3 (Surro POSITIVO)

H280: Prot. 4 % | Concent. {inal A los 30 minutos Aspecto a 24 hs.
SO:H:
1 cm3 2 N. | 1cm® 1. n opalescente bten lechoso
1 em% 3N, | 1ocm? 15 n muy opalescente bien lechoso
1 cm3 4 N. 1 cm?. 2.0 n muy opalescente bien lechoso
1 em3 5 N, | 1 em?® 25 n muy opalescente bien lechose

CUADRO 4 (Surro NECATIVO)

20 II» Prot. 4 % | Concent. tinal A los 30 minutos Aspecto a 21 hs.
SO.H:

1cem? 2N 1 cm?d 1. N apenas opalescente | muy opalescente

icems 3N | Iem? 15 N més opalescente | muy opalescente
1 em® 4 N. | 1 cm? 20 N precipitado abun- | precipitado separa-

dante do en el fondo
I em* 3N | 1cm" 25 N ge'ificado fl6culos  suspendi-
dos en la superf’-

cie.

Se ve por los cuadros anteriores que el suero negativo, cuando
tiene una concentracion 2N de SO,H,, da un precipitado a los 30
minutos de efectuada la mezcla; en cambio, el suero positivo no da
precipitado en esta zona, como era de esperar.

Por lo tanto hemos encontrado dos zonas de precipitacion en
los sueros negativos y sOlo una zona en los sueros positivos. Como
suponiamos, en la suero-reaccidén que estudiamos (alta concentracion
de SOJ,) el pH f{final no tiene influencia en el signo, ya que se
trata de cantidades muy grandes de 4cido sulfarico.

¢) Estudio ncfclométrico de la reaccion.

Estudiamos la reaccién de Tabanera con el fotometro de Pul-
frich para obtener las mediciones de enturbiamiento.
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Empleamos vasos cilindricos de 26 mm. de didmetro nterior v,
para contrastar el nefelémetro, un prisma de cristal turbio que se
coloca en la camara de agua en lugar del vaso. Usamos el filtro L,
y el valor de nuestro prisma turbio era de 0.0096. Colocamos el
tambor derecho en 100 y llamamos “a” al valor leido en el tambor

izquierde del nefeldmetro. El enturbiamiento rclativo estd dado por
1 o e Ao 4 P P 1 .,1_ 2 " - - 100
la siguiente férmula: enturb. relativo — 100. ———

a

De este valor pasamos al enturbiamiento absoluto calculado de

. , T
acuerdo a la siguiente formula: T d. t. = ecnturb. absoluto.
T == enturbiamicnto relativo de la emulsion.
I, = enturbiamiento relativo del prisma, para las placas.
d = 1.0 (vaso de 26 mm. de diametro).
t = constante de nuestra prisma (0.0096).
Aci pnudimos caleular el valor correcnondiente nara cada una
Asi, pudimmos caleular el valor correspondiente para cada una

de las cuatro placas de nuestro nefeldometro. En cada caso utiliza-
mos 0.2 ¢ ¢ de suero y 3 c.c. de acido sulftrico a la concentra-
cidén del 10 %.

Se hace la observacion mmmediatamente y después cada diez mi-
nutos mas o menos, hasta las tres horas cn que la damos por termi-
nada. La temperatura fué siempre constante: (z0° C.).

Las constantes obtenidas con ¢l prisma turbio y filtro L, para
las placas 1, 2, 3 v 4 fueron las siguientes:

1% Cristal turbio.
29 Filtro: L.

3%t = 00096 (valor dado en el prisma).
4° T = 20° C.
Placa 1 Tambor derecho: 100

Tambor 1zquierdo: 6.0 Transp. rel.: — 1.667.
Placa 2 Tambor derecho: 100

Tambor izquierdo: 9.4 Transp. rel. : = 1.064.
Placa 3 Tambor derecho: 100 | 50

Tambor izquierdo: 9.0 | 45 Transp. rel.:=111,1
Placa 4 Tambor derecho: 65

Tambor izquierdo: 100 Transp. rel. : = 065

Como nota aclaratoria, damos los valores obtenidos en un stero
positivo (+4----) y en uno negativo.
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CUADROG 5 "SUEROC POSiTIVO)

Valor leido en

Valor reciproco

T;z]ij;ﬁ{f),o:n PII\?.?,{{ tnmémf’ izq. Entur?ia_mienw Fntgi};giﬁgn to
a relativo
inmediato .. 3 7.5 i33.3 11.5. 10-3
1. 1 4 2500 14.4. 10-3
2.. 2 7 1423 12.8. 10-3
10........ 3 39/39 256 22.1. 10-3
ii... .. 4 67 1492 22 10-2
115 ... 1 — —_ —_
12........ 2 4 2500 22.6. 10-3
42 ..., 3 24 416,7 36.1. 10-3
43 ... ... .. 4 42/43 2326 34.5. 102
a4 ... ... 1 -— —— —
45 ... .. 2 — - —
80 ... ... 3 18/20/20 500 43.3. 10-3
81.. ...... 4 32/32/32 312 46.1. 10-3
20, ... 3 16/16/15.5 625 51.05.10-3
121 ... ... 4 26/26/26 384.6 56.8. 10-3
CUADRO 6 (SUERO NECATIVO)
Tiempo Placa Valor {ex’(!o en \:alor r_ecigrooo Enturbiamiento
minton . ! tombot izg. | Entorbiamiento sheolato”
inmediato 3 57/56/55 178.6 15.5. 10-3
1 4 72 1389 20.5. 10-3
2. 1 3 3333 19.5. 10-2
10 .. 3 19/20/20 500 43.2. 10-3
It ... 4 30/31/30/31 3289 48.6. 10-3
42 ... 3 13/12/12 833,3 72.1. 10-3
43 A 21/20/20 500 73.9. 10-3
80 .. ... 3 10/11/10 1000 86.5. 10-3
81 . 4 15/16/16/17 625 91.3. 10-3
120 . 3 8/8 1250 108.1. 10-3
121 4 15/15/14/14 714,3 105.4. 10-3

En los graficos figuran 5 sueros negativos y 5 sueros positivos
y, para no extendernos mas, suprimimos los otros que practicamente
estin comprendidos en los mismos valores, salvo raras excepciones
que escapan a estas medidas. '

Los graficos son bien demostrativos, las diferencias son eviden-
tes y el enturbiamiento absoluto, en los sueros negativos, llega hasta
cerca de 100.10-% unidades a los 120 minutos. En el mismo tiempo,
los sueros positivos sOlo llegan a un enturbiamiento absoluto de
70.10-* unidades.
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A los 60 minutos el enturbiamiento absoluto en los sueros ne-
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cadas va se notan a los 1o minutos como se pueden ver en los gra-
ficos.

il
reaccion en forma precisa, dando valores numéricos y hace visible,
en la mayor parte de los casos, el signo de la reaccidn ya antes de
los 60 minutos.

REsumMEN

Del estudio realizado surgen como conclusiones las siguientes:
Los lipidos no intervienen en el signo de la suero-reaccién. El aci-
do sulfirico a distintas concentraciones pone en evidencia diferen-
cias bien netas entre los sueros positivos v negativos, dando para los
primeros una sola zona de precipitacidon y dos para los sueros ne-

gativos.
o de la reac-
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