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Por los Doctores

ISIDORO GALVEZ y
R. O. TETTAMANTI

LA GONORREACCION DE
MULLER-OPPENHEIM

1II. Su TECNICA.

EMOS comentado anteriormente, con cuanta dificultad y cuanta
lentitud, 1a gonorreaccion, nacida simultaneamente con la reac-
cién de Bordet Wassermann, ha comenzado a imponerse en la cli-
nica y en el tratamiento de la blenorragia, mientras la otra reaccion,
se hacia rapidamente un medio precioso en el estudio de la lues. Di-
jimos también, que la dificultad mayor estribaba en la standardi-
zacion del antigeno a emplear, y en las dificultades de su obtencion
y conservacién, de manera de poder uniformar los resultados para
obtener conclusion:s categoricas sobre el valor de la reaccién y su
utilizaciéon en la practica.

Al revisar la bibliografia de la reaccién de fijacion del com-
plemento con antigeno gondcécico, en la parte de técnica de ella,
hemos encontrado una anarquia completa. Técnicas complicadas a
realizarse con un numero alto de tubos, como resultado de la ins-
titucién de una amplia progresividad de dosis de antigeno, o de la
utilizacién simultanea de distintas diluciones del mismo, o de dis-
tintos antigenos a la vez. Otras veces, el elemento utilizado en dosis
progresivas, era el complemento y a veces, el propio suero del en-
fermo. Hmos hallado técnicas que implicaban una doble reaccion al
utilizar, al mismo tiempo, suero fresco y suero inactivado. Los re-
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sultados a que se llegaba con estos métodos, estaban lejos de ser,
desde el punto de vista técnico, decididamente aceptables, bien por
cus porcentajes amplios de resultados dudosos, o discordantes con la

clinica.

Hemos tenido en cuenta, antes de decidirnos por una técnica
de 1a reaccién, un factor al que le concedemos capital importancia:
Jas posibles conclusiones a obtener, acerca del valor diagndstico y
prondstico de la reaccion estudiada, debe ser el frutd de un elevado
namero de casos estudiados con un control riguroso de la parte se-
roldgica, con la clinica y la serolégica. Por tal causa, nuestra pre-
ocupacion desde el primer momento fué establecer una técnica que
uniese, a la especificidad indispensable y suficiente sensibilidad, la
maxima simplicidad.

Ia técnica que utilizamos para la reaccion de Wassermann, re-
une en nuestro concepto estas condiciones y nos ha parecido ldgico,
fundindose ambas reacciones, la de Wassermann y la de Miuller-
Oppenheim, en el mismo fenomeno biolégico, el de la fijacién del
complemento de Bordet y Gengou, tratar de adaptarla, previo estu-
dio del factor antigeno, a nuestro proposito. (Tettamantti).

Esta técnica de la Wassermann, no podemos decir que sea la
de determinado autor: tiene las caracteristicas principales del primi-
tivo método de Wassermann; es de los denominados ‘'dosis mini-
mas’’. a “‘suero inactivado’’, que por la adopcion de la progresividad
en las dosis de antigeno, se asemeja a las técnicas de Sormani, Lered-
de, Rubinstein y otros. Es el resultado de las sucesivas modificacio-
nes de orden personal, introducidas en el curso de muchos anos de
ejecucién y aconsejadas por la misma expetiencia en procura de la
mayor especificidad, sensibilidad y simplicidad, ya anotadas.

Como en todo procedimiento de fijacién del complemento, en
la gonorreaccién, intervienen los siguientes elementos, cuyas caracte-
tisticas y formas de uso, detallamos:

12 Suero del enfermo. — Separado de la sangre espontanea-
mente coagulada y centrifugada de inmediato a su coagulacion a fin
de evitar 1a presencia en el mismo de elementos provenientes de la
redisolucion del codgulo, que pueden traer dificultades de orden téc-
nico en la lectura de los resultados finales, incluso la capacidad anti-
complementaria del suero por si mismo. Lo utilizamos inactivado en
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la forma corriente por calentamiento a bafio maria a 56° durante 30

minutos.

2°  Complemento. — Lo obtenemos de la sangre del cobayo
que punzamos para cada caso (puncion cardiaca) en numero de 3
a fin de eqilibrar l1a diferencia de poder hemolitico que individual-
mente puedan presentar, y cuyos sueros mezclamos, después de ha-
berlos separado del coidgulo en forma aséptica.

39 Sistema hemolitico. — No hacemos la adicién del suero
hemolitico v de la emulsién de glébulos de oveja por separado, co-
mo hacen muchos autores, sino que, con ambos elementos, forma-
mos antes, nuestro ‘‘sistema hemolitico” que afadimos de una sola
vez. Para ello mezclamos en partes iguales dilucién de suero hemo-
litico segtin titulo, y dilucién de hamties de oveja al 5 % . Estos
altimos, los usamos previo lavado repetido en solucion fisiologica
de los globulos separados de la sangre desfibrinada, a fin de qui-
tarle todo resto de plasma.

4*  Solucién fisiolégica. — La utilizamos estéril, en concen-
tracion de 9.5 grs. de cloruro de sodio por 1000 de agua destilada.

5°  Antigeno. — Como dijéramos en un capitulo anterior de
nuestro trabajo, en este elemento hemos hallado, tal como todos
los que se han ocupado de la cuestién, la maxima dificultad. Como
ellos, hemos ensayado las emulsiones microbianas de distintas cepas
de gonococos muertos por el calor o por vapores de éter a 42" o
bien de gonococos vivos y aun de sus extractos alcohdlicos simples
o colesterolizados, con resultados insuficientes. La dificultad de ob-
tener por tal via un antigeno mas o menos standardizado, de con-
diciones uniformes en cada stock, a fin de unificar el significado de
los resultados hallados, nos obligd a desecharlos.

El ensayo de la vacuna antigonocéccica del Instituto Pasteur
de Paris utilizado también por otros autores, nos permitid obtener
el antigeno deseado.

Su uso en forma concentrada (pura) debimos desecharlo de
inmediato al iniciar nuestros ensayos de titulacién, ya que nos ha
resultado en tal forma anticomplementaria y extraespecifico, que
cualquier suero de sujeto enfermo o sano, veia impedida la hemo-
lisis por la sola presencia del antigeno.
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Proseguimos nuestros ensayos de titulacidn, usando la vacu-
na mencionada en dilucién de 1x2, 1x5, 1x8, 1x10, 1x20 y 1x50
y en la dosis maxima aadptable al sistema que nos servia de base.
Estas distintas diluciones en las dosis indicadas, fueron puestas en
presencia de sueros de sujetos indemnes de infeccion gonococica 'y
de sujetos enfermos en los que presumiamos un franco estado sero-
légico de inmunidad, y con ellos buscamos cual era la maxima. con-
centracién capaz de dar hemolisis franca (resultado negativo) con
los sueros de los primeros, y cuval era la maxima dilucién capaz de
fijar el complemento, impidiendo la hemolisis (resultado positivo)
con los sueros de los segundos.

Hemos hallado, que con la dosis utilizadas, concentraciones de
1x8, ya eran incapaces de fijar ¢l complemento en ausencia de an-
ticuerpos especificos (sujetos sanos), y diluciones de 1x30 ya eran
suficientes para detener la hemolisis en presencia de anticuerpos es-
pecificos.

Este margen de poder antigénico de la vacuna, debemos des-
tacar, que ofrece variaciones segin las remesas de las mismas, va-
riaciones por otra parte pequefias, y que nosotros obviamos proce-
diendo en la siguiente forma: cada caja de vacuna, previa agitacién
vigorosa de cada ampolla, es objeto de un envase conjunto y titu-
lacién del producto final de la mezcla, el cual, guardado en la he-
ladera, nos ha ofrecido inalterabilidad de su titulo antigénico, por
espacio de tres meses por lo menos, tiempo transcurrido el cual, la
variacion de este titulo es minima. El control semanal del titulo ha-
llado, ofrece la maxima garantia de trabajar siempre en Optimas
condiciones.

Ahora bien, determinadas la mixima y minima concentra-
cién util 1x8 y 1x30 del caso mencionado, utilizamos la concen-
tracidén media (1x15), con lo cual sabemos que estamos a salvo
de un resultado, técnicamente falso, dado que la doble concentra-
cién 1x8 de nuestra mixima dosis, es todavia incapaz de impedir
la hemolisis en ausencia de anticuerpos, y la doble dilucién de la
misma, 1x30, es aun capaz, por el contrario, de fijar el comple-
mento en presencia’de anticuerpos.

En posesidon de los elementos indispensables, procedemos co-
mo medida previa cada vez que ejecutamos la reaccidén, a la tity-
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lacién del complemento, la cual practicamos de acuerdo al siguiente

esquema:

T T2 T3 T4 T5 T6 T7 TS T9 Ti0 T11 TI2
Complementfo 1x40 005 010 015 020 025 030 035 040 045 050 055 000
Suero normal 010 010 010 010 010 010 010 010 010 010 010 010
Solucion fisioldgica 055 050 045 040 035 030 025 020 015 010 0056 060
Sist. hemolitico 050 050 050 050 050 050 050 050 050 050 050 050
Antigeno 030 030 030 030 030 030 030 030 030 030 030 030

Como vemos, la titulacién del complemento, la efectuamos
en presencia de una décima de suero normal inactivado, y de la
dosis mayor de antigeno, a fin de homologar en el lugar maximo
posible el medio en que se determina el titulo del complemento al
de la reaccién final, La presencia del antigeno es importante. La
dosis a utilizar, varia, si bien es cierto que en pequefia escala segin
se efectiie la titulacién en presencia o en ausencia de ¢l.

Transcurrido el tiempo de 30 minutos necesario para la in-
cubacién, se practica la lectura del resultado, anotando cuil es la
menor cantidad de complemento capaz de producir la hemolisis to-
tal (minima activa). Debe utilizarse el doble de esta cantidad, lo
cual en nuestra técnica (a fin de encuadrarla, dentro de las caracte-
risticas de las dosis minimas), sustituimos por el uso de igual can-
tidad, pero a doble concentraciéon (1x20 en lugar de 1x40).

Disponemos la reaccién final, de acuerdo al siguiente cuadro:

T1 T2 T3

Suero del enfermo 0.10 0,10 0.10

Antigeno 0.15 030 0.00

Complemento DH DH DH { Dosis hemolitica)

Sol. fisiolegica Ccv CvV CcV (completar volumen)
. Incubacién de 30" a 37°

Sistema hemolitico 0.50 0.50 0.50

Incubacién de 30" a 37¢

Lectura del resultado. — Como vemos, utilizamos solo  fres
tubos. Con dosis iguales (0.10) de suero puro en cada uno, lle-
vando los tres igual cantidad de complemento (en doble concen-
tracién que la minima activa) y estableciendo la progresividad de
dosis en el elemento antigeno: 0.15 en el primer tubo y 0.30 en
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el segundo. El tercero, no lleva antigeno, teniendo ello por objeto
establecer el control de los sueros capaces por si mismos de impe-
dir la hemodlisis por causa extraespecifica (sueros anticomplementa-
rios). Experimentamos simultineamente en cada caso, un suero
control positivo, y otro control negativo con el objeto de ver el
comportamiento de los elementos en uso. Igualado el volumen en
los tres tubos, v suponiendo que el complemento no usemos por su
titulacién en dosis de 0.20 c.c., ¢l volumen total no pasaria de 1.10
c.c. con sistema hemolitico.

Los resultados que obtenemos, son claros: desde el punto de
vista técnico, son categOricos. LLos expresamos con los siguientes gra-
dos de intensidad:

Posttivos intensos (+--}--}--+). Detenciones totales de la hemo-
lisis en ¢l primero y segundo tubo; tercer tubo francamente hemo-
lizado.

Positivo franco (-----). Detenciones de la hemdolisis intensa
pero no total en el primer y segundo tubo: tercero: siempre hemo-
lizado.

Positivos (). Detencidén parcial de la hemolisis en igual
grado en el primero y segundo tubos; tercero hemolizado.

Positivos débiles (). Detencién de la hemdlisis en menor
grado que la anterior, generalmente con ligera diferencia entre el
primero y segundo tubo; el tercero totalmente hemolizado. En es-
tos resultados débiles positivos, la diferencia de grado de detencion
de la hemolisis entre el primero y segundo tubo, puede llegar a
hacer desaparecer dicha detencién en el segundo tubo, pero en es-
tos casos, conviene no tomar en cuenta la anotacién del resultado
de débil positiva, sino repetir la reaccién, puesto que el mismo efec-
to, podria ser el resultado de un pequefio error de técnica, siempre
posible por adicion inexacta de antigeno, complemento o sistema
hemolitico.

Negativos (-). Hemdlisis total en los tres tubos.




