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La Sero-Floculacion Paludica

El serodiagnostico en el palu-
dismo ha dado lugar a numero-
sos trabajos encaminados a com-
pletar los procedimientos de
diagnéstico bacteriolégico, fun-
dados Unicamente en la investi-
gacioén del parasito.

Aparte de las investigaciones
tales como las de Lo Monaco y
Panichi (aglutinaciéon de .hema-
ties de enfermos paltdicos o de
individuos sanos por el suero pa-
ladico ti 1/5). Abrami y Senevet,
con el fenébmeno de la schizon-
tolisis, etc., son de notar sobre

todo los notables trabajos que se
esforzaron en llevar a la préc-
tica del diagnéstico de paludis-
mo los principios de la reaccion
de desviacion del complemento,
valiéndose de antigenos varia-
bles, segin los autores; asi De-
Blasi empleaba sangre de pall-
dicos rica en parasitos, H. Horo-
witz Wlassova utilizaba placentas
de enfermas con abundantes he-
matozoarios, Savtchecko y Bo-
ronoff servianse de un antigeno
extraido de higado palustre, y
Gordon Thomson empled en 1917

el tratamiento del paludismo en
sus formas asexuales.
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su antigeno, consistente en culti-
vos del hematozoario, segun el
método de Bass, sometidos a una
preparacion segln técnica espe-
cial ( centrifugacion, lavado con
agua destilada para quitar la he-
moglobina y disolucion de la ma-
sa de parasitos restantes y leuco-
citos por medio de la sosa deci-
normal, y neutralizacién poste-
rior con &cido clorhidrico en so-
lucién al mismo titulo).

Los resultados inconstantes, y
sobre todo la gran dificultad en
la preparacion de dichos anti-
genos, hicieron que no entrasen
en la préctica ordinaria los re-
sultados de estas investigacio-
nes.'

En este estado de cosas, el Dr.
Henry, de Constantina (Arge-
lia) , dio a conocer, en una comu-
nicacion presentada al Congrés
pour Vavancement des sciences
de Constantina, en abril de 1927,
un nuevo procedimiento de exa-
men seroldgico del paludismo,
establecido sobre el principio
tedrico de los enddgenos, cuyo
enunciado es como sigue:

Junto a los antigenos venidos
del exterior del organismo (exo-
antigenos y creadores de los an-
ticuerpos) , debe reconocerse la
existencia de otros antigenos na-
cidos en el mismo organismo a
favor de diversos procesos infec-
ciosos u otros, que por este he-
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cho llamaremos enddgenos, y que
son a su vez capaces de producir
sus anticuerpos correspondien-
tes (antienddgenos). Segln Hen-
ry, estos enddgenos estan repre-
sentados en el caso de paludismo
por el pigmento ocre y el pig-
mento m cianico.

La reaccién de Kenry consiste
-en objetivar por medio de una
.reaccion de floculacién la pre-
sencia de estos enddgenos y en-
tiendo ge nos.

Para salvar la dificultad que
presenta la obtencion de los ver-
daderos pigmentos, el autor uti-
liza substancias cuya composi-
cion sea lo méas aproximada po-
sible a ellos; asi se emplean dos
sales de hierro en sustitucion del
pigmento ocre, y una melanina
extraida de la coroides del buey
en sustitucion del pigmento me-
lanico llamando a estos endo-
genos utilizados, end6genos mo-

mélogos o de sustitucion.

No siendo ain completo el co-
nocimiento del pigmento ocre

desde el punto de vista quimico,
si bien se revela en él con facili-
dad el hierro por la reaccion al
ferrocianuro de potasio y al aci-
do clorhidrico por la formacion
de azul de prusia, vidse el autor
obligado para establecer su en-
ddégeno de sustitucién a estudiar
diversas substancias a base de
hierro (hierro coloidal complejo
de hierro con los lipoides, sales
organicas de hierro".:" 'pepto-
natos, cacodilatos, metilarsenia-
tos, etc.), llegando al mejor re-
sultado de floculacién con el me-

tilarsinato y el albuminato de
hierro, y en sustitucion del pig-
mento melanico, la melanina ci-
tada.

Desde ultimos del afio pasado
hemos puesto en préactica el es-
tudio cie esta reaccion en los en-
fermos de los dispensarios anti-
palidicos del delta del Ebro Los
resultados obtenidos hasta abril
dieron lugar a una comunica-
cion con el Dr. Torrademé al
Congreso Internacional del Pa-
ludismo de Argen (mayo 1930) y
en el Congreso de Médicos de Ca-
talufia (junio 1930).

Hemos continuado después di-
cho estudio, que habiamos ini-
ciado bajo las indicaciones y de-
talles de técnica que nos fueron
dadas por el autor Dr. Henry y
por el profesor Lebourdelles, a
quien les hacemos constar des-
de aqui nuestro sincero agrade-
cimiento.

Damos a continuacion la téc-
nica detallada para la practica
de dicha reaccion, y luego los
resultados obtenidos por noso-
tros,

I. Preparacion de los enddge-
nos.—-Los enddgenos empleados
son tres: un metilarsinato de
hierro y una melanina.

El primero se halla en el co-
mercio en forma ya directamen-
te utilizable, sin mas que llevar
la disolucion al titulo necesario
(metharfer Bouty).

El segundo (albuminato de
hierro) se prepara de la manera
siguiente:

Pesar un gramo de albumina-
to de hierro Merck, que se echa
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en un matraz de vidrio neutro
qgue contenga 600 c. c. de agua
destilada; se calienta al bafo
Maria, agitando de vez en cuan-
do. En veinticinco minutos las
agujas estdn ya generalmente
disueltas. Después se enfria y se
completa hasta 600 c. c. Se filtra.
Esta solucién a 1/600 se reparte
en ampollas de vidrio neutro, se
esteriliza al autoclave cuatro
dias seguidos a vapor libre.
Presenta entonces un aspecto
ligeramente turbio, un poco
coloidal. Estas ampollas, utiliza-
bles para la reaccion, deben agi-
tarse de vez en cuando. Hay que
vigilar la alteracién rapida po-
sible de las soluciones mal este-
rilizadas o de las ampollas abier-
tas. El enturbiamiento, apenas
sensible, de las soluciones esté-
riles, es facil de distinguir del
enturbiamiento de las soluciones
alteradas. Antes de abrir las
ampollas, agitar cuidadosamen-
te para poner en suspensién el
ligero sedimento formado. Es
preferible tener pequefias ampo-
llas de reactivo, para emplear
una para cada reaccion.

Para la reaccion la solucion
madre se diluye a 1/4.800 y a
1/6/000.

El tercero, la melanina. se ob-
tiene, como hemos dicho, de la
coroides del buey: se elimina el
cristalino, se raspa la coroides y
se recoge liquido gelatinoso y
melanina. Se mezcla y se afiade
al magma dos veces su volumen
de agua destilada, y se tritura
bien con la mano aceptizada. Se
le afiade luego formol en canti-

dad de 1200; es posible que pre-
cipiten algunas albdiminas. A
este efecto se espera diez minu-
tos y se filtra a través de algo-
dén de vidrio. El filtrado ne-
gruzco se centrifuga en zinc du-
rante ocho minutos a 4.000 vuel-
tas, en grandes tubos de centri-
fuga estériles. El liquido negruz-
co que sobrenada es decantado,
recogido, en recipientes estériles
y conservado en la hielera. Si los
recipientes se agitan fuertemen-
te, una vez al menos por sema-
na, la melanina se mantiene en
suspension fina, muy utilizable
después de la dilucién conve-
niente. Conviene no utilizar la
melanina recientemente prepa-
rada; es mejor esperar un mes,
en razon de las modificaciones
de opacidad sucesivas que sobre-
vienen para una dilucién dada
de la emulsion madre. Después
de un mes los cambios eventua-
les son poco importantes. Para
la reaccion macroscopica, diluir
la emulsion madre hasta una
opacidad correspondiente a la de
un tubo marcado 0,20 gr. de una
escala albuminométrica.

Esta constituye la emulsién A.
La emulsién B se obtiene dilu-
yendo a la mitad la emulsién A.
La emulsion A se hace agua sa-
lada al 3 1.000.

I1. Dispositivo de la reaccion.—
Tenemos, pues, tres antigenos
(enddgenos), que son el metilar-
sinato de hierro, el albuminato
de hierro y la melanina. Los dos
primeros constituyen en la téc-
nica la ferrofloculacion, y la me-
lanina la melanofloculacién.
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En el tiempo que podriamos
llamar de prerreaccién se pre-
paran las diluciones a utilizar
partiendo de la dilucion madre

en que se conserven. Tendremos
asi que preparar las diluciones,
siguientes:

Dilueidn de metilarsinato al 1 por 450.

de albuminato de hierro al 1 por 4.800 (en agua des=

tilada).
de — e — al 1 por 6.000 (en idem id)
de — (e - al 1 por 4.800 (en idem =a-

lada al 1 por 1.000).

de melanina, solucion A

de — —

= de - —

A estos grados de diluciones
optimas se llega, previa titula-
cion, cada vez que preparamos
albuminato o melanina en can-
tidad suficiente para largo tiem-

po.

Se disponen en dos gradillas
con seis tubos de hemolisis en
cada uno, perfectamente limpios
(nosotros hemos empleado siem-
pre material esterilizado, aun-
que esta condicion no es preci-
sa) . Se ponen en cada tubo 0,2
de c, c. de suero den enfermo,
méas 1 c. c. de la solucién del en-
ddgeno, segln indicamos en los
cuadros adjuntos.

Tanto la ferrofloculacién co-
mo la 'melanofloculacién constan
de dos partes, que "se llevan a
cabo simultaneamente: una, re-
accion en agua destilada, o sea

B
A’
que las diluciones de los endé-
genos han sido hechas con agua
destilada y el tubo tiene suero
y agua destilada, y la otra, reac-
cion es en agua salada, al 111.000
en la ferrofloculacién y al 3 'y
medio por 1.000 en la melanoflo-
culacién. Obliga a ello el hecho
de que algunos sueros floculen
espontaneamente en agua desti-
lada (fendbmenos de autoflocu-
lacién), mientras que esta auto-
floculacion no se da con el agua
salada. Asi pues, en los casos en
que el tubo control con agua

destilada (nim. 4) flocule, no se
tiene en cuenta para nada los
cuatro primeros tubos, y da el
resultado unicamente la lectura
de los tubos con agua salada
nimeros 5y 6.
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|I. FERROFLOCULACION

Cantidades en décimas de c. c.
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Agua bidestilada (testigo) . 10
Melaning, dilocldn A, ..ov o ceve vens | 10
Agun salada al 3°5 - 1.00 (testigoy.. 1 10

I1. MELANOFLOCULACIOX

Cantidades en décimas de c. c.

H: L

- e | r L% s = ___..r_ P : Testign | K | E

M T iNuE 5| Mo g [Ndn -.."3-.-'\.

L 2 2 2 92 9 ¢

Meoetharfes 8 17430 en agua desliladas 10 lﬂ ]D
Albuminato de hlerro o 174800 [
Albuminate de hierro a 156000 .. .. r}!
Apua destlada ... ..cr seve vs i'r
Albunvinato de hierro a 1/4.300 en |
agua-zalada 2 171000 .... .... .- { 10
Agus galade & 170000 . ... ... aaas | 10
Después de la reparticion se horas, mas 15 minutos, a la tem-

agitan convenientemente los tu-
bos y son llevados a la estufa a

p

eratura del laboratorio.
Asi, pues, segun las indica-

37° durante una hora y media,

y se dejan luego media hora a la
temperatura del laboratorio an-
tes de la lectura defini V. va; esto

en cuanto a la ferro-reaccion;

los tubos de la melano-reaccion

deben dejarse a la estufa 2,45

ciones del autor hay que hacer
la lectura dos horas después de
la reparticion para la ferroflocu-
lacién, y tres horas después pa-
ra la melanofloculacién. Se ob-
serva entonces en los tubos po-
sitivos un precipitado en el fon-
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do del tubo, que puede ponerse
en suspensién invirtiendo los tu-
bos suavemente dos veces. Nos-
otros hemos preferido observar
los tubos cada quince o treinta
minutos, con objeto no sélo de
ver cuando aparece la flocula-
cion, sino el observarla mejor
antes de que se deposite todo el
floculado en el fondo del tubo;
cuando la floculacion es neta se
observa macroscépicamente un
aspecto inconfundible como de
copos de nieve o de agua jabono-
sa. Asi 'hemos podido observar
qgue en muchos sueros la flocu-
lacién es precoz, siendo ya in-
tensamente positiva a los quin-
ce o treinta 'minutos.

De todos .modos, no hemos de-
jado nunca de hacer la lectura
definitiva después del tiempo in-
dicado por el autor. Dicha lec-
tura puede hacerse ya a simple
vista 0 ya con la ayuda de la lu-
pa o del aglutinoscopio. Henry
y otros han aplicado a este mé-
todo la fotometria de Vernes; no
damos detalles de esta técnica,
por no tener adn casuistica pro-
pia.

La pequefia maniobra de in-
vertir suavemente dos veces los
tubos antes de la lectura es ne-
cesaria, sobre todo en los tubos
de melanina, porque ciertos sue-
ros favorecen la sedimentacion
de la melanina, y esta operacién,
practicada sin sacudida alguna,
suprime la sedimentacion y res-
peta la floculacién verdadera.

Huelga decir que es preciso que
el suero sea lo mas limpio posi-
ble. Conviene hacer la extraccion

de sangre en ayunas, y practi-
car la reaccion veinticuatro ho-
ras después. Nosotros hemos
practicado en general la extrac-
cion por puncién venosa, y en
algunos casos por ventosa esca-
rificada (nifios de poca edad).
X X X

Hemos practicado la seroflo-
culacién de Henry en 134 suje-
tos. En algunos de ellos la reac-
cion se repitié varias veces, de
donde un total de ellas de 145.

Dividiremos estos 134 casos por
grupos, para resumir la exposi-
cion:

Grupo 1.—Individuos no palu-
dicos, sin antecedentes palldi-
cos, habitantes de una comarca
no palldica situada a unos 100
kilémetros del Delta: .30 casos.
La reaccién ha sido negativa en
todos ellos.

Grupo 2.—Enfermos con palu-
dismo en evolucién y con ante-
cedentes palladicos cargados.
Presencia de parasitos en san-
gre periférica. Extraccion de san-
gre en periodo de apirexia.

Numero de examinados, 36. La
reaccion ha sido netamente po-
sitiva en 35 y negativa en uno
solo, y aun en éste no se hizo
'mas que la ferrofloculacion, vy.
como luego veremos, es mas sen-
sible y tiene mas valor la mela-
norreacion.

En dos de estos enfermos he-
mos practicado la reaccion dos
veces, la primera durante el ac-
ceso y la segunda después de él.
En uno de ellos el resultado ha
sido igualmente positivo las dos
veces. Pero en el otro ha sido
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abolida la reaccion durante el
acceso, y fuertemente positiva
después, concordando en esto con
lo observado por el autor, doctor

Henry.

En uno de los casos citados no
se encontré un parasito en el
primer examen; pero habiendo
sido positiva la reaccién de Hen-
ry, volviése a investigar al dia
siguiente, y se encontraron al-
gunos.

Grupo 3.—Enfermos con bazo
palpable. Ndmero de enfermos,
14, 11 con parasitos en sangre
periférica y tres sin ellos. La re-
accién ha sido positiva en 12,
negativa en uno y ligeramente
positiva en otro.

Grupo 4,—Enfermos con ante-
cedentes palddicos lejanos, cu-
yas manifestaciones palldicas
se remontan a varios afios (de
tres a veintitrés o mas de la fe-
cha actual), sin esplenomegalia
0 con esplenomegalia ligera y
observados, 30.

Veintidds de ellos han presen-
tado la reaccién negativa; pero
los otros ocho han dado una re-
accion netamente positiva, con
todo y haber transcurrido de
diez y veinte afios y mas desde
su Gltima manifestacion clinica
paltudica. Estos ocho enfermos
son los que tienen antecedentes
paltdicos més cargados.

Grupo 5.—Entéranos con ante-
cedentes pallidicos positivos, sin
esplenomegalia, sin parasitos en
sangre periférica y con buen es-
tado .de salud( mismas condi-
ciones que el grupo anterior),
pero cuyos antecedentes eran

mas recientes (desde varios
meses a tres afios). Numero de
casos observados, 31.

Veinte de ellos positivos y 11
con reaccion negativa (un nu-
mero mayor, pues, de positivos
en este grupo que en el ante-
rior) .

Grupo 6.—Enfermos inocula-
dos con Plasmodium vivax (ma-
larioterapia). Hemos de agrade-
cer al generoso concurso de la
ilustre direcciéon del Instituto
Pedro Mata, de Reus, el haber
podido estudiar siete enfermos
paludizados con fines terapéu-
ticos. En cuatro de ellos hemos
practicado la reaccion desde el
primer caso, continuando prac-
ticandola en los siguientes con
el fin de ver en qué (momento
aparecia la reaccidn positiva en
dichos sueros y la marcha que
seguian. La inoculacién habia
sido hecha por via intramuscu-
lar (sangre de enfermo con Pias-
modium vivax).

'‘Enfermo numero 1.—Incuba-
cion, siete dias. La reaccion fue
netamente positiva después del
segundo acceso, y continlia sién-
dolo después del tercer acceso.

Enfermo ndmero 2.—Incuba-
cion, diez y seis dias. La reaccion
fue ligeramente positiva después
del primer acceso, fuerte des-
pués del segundo y mas intensa
después del tercero, mantenién-
dose asi después del cuarto, sex-
to y séptimo.

Enfermo numero 3.—Incuba-
cién, diez y nueve dias. Neta-
mente positivo después del pri-
mer acceso, y aumenta en inten-
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sitiad después del segundo y ter-
cer acceso.

Enfermo ndmero 4.—Incubacién,
diez y nueve dias. Positiva
netamente después del primer
acceso, y aumenta en intensidad
después del segundo.

En otros tres enfermos paludi-
zados por el mismo fin, y ha-
biendo tenido 17, 15 y 15 acce-
sos, respectivamente, hemos
practicado la reacciéon después
de tres meses de terminado el
tratamiento. La reaccion fue so-
lo ligeramente positiva.

Este mismo hecho se observo

en otro enfermo, a quien practi-
cada, la reaccién por segunda vez
después de dos meses de trata-
miento, dio un resultado positi-
vo mucho mas débil.
Es evidente, pues, que el tra-
tamiento influencia la reaccion.
Nos proponemos estudiarla bajo
este aspecto, con objeto de ver
su valor como control tera-
péutico.

Resultados comparativos entre
los tres tipos de reaccion
(Metharfer, albuminato
y melanina)

En 32 sueros la reaccion a la
melanina se ha mostrado mas in-
tensa, precoz y sensible que el
Metharfer y el albuminato.

En siete casos la reaccion a la
melanina ha sido superior al Me-
tharfer, pero igual al albumi-
nato.

En siete casos se ha mostrado
mas intensa la reaccion con el
albuminato.

En tres casos se ha mostrado
mas intensa el Hetharfer que el
albuminato, pero no superior a
la melanina.

En los otros casos no ha ha-
bido diferencia notable.

En resumen, pues, la reaccién
a la melanina ha demostrado en
general ser mas intensa, mas
precoz y mas sensible, debiendo,
por tanto, ser preferida a los
otros antigenos.

En la actualidad continuamos
el estudio de la reaccion de Hen-
ry en el laboratorio del Manico-
mio de hombres de Ciempozue-
los. Aprovechando el material
proporcionado por los enfermos
inoculados experimentalmente
de paludismo, nos proponemos
estudiar mas detenidamente to-
do lo que se refiere a fecha de
aparicion del poder floculante,
la relaciones de la reaccion de
Henry con otros fendmenos de
inmunidad y, principalmente, su
relacion conel S. R. E.





