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IFETRODUCCION

Ascerig 1 bricoides es ua pardsito de gram importamoie em le
Ropdblics Raxicaan,temto desde ol pumto de vists médico oome ecomd
aice.De goncrde o len Wltimos datos reportsdos { 1 ) se desprende
que aprozissdsmente sl 26 4 ds los mexicanos padecen ascariasisi de
este porcantsje los casoe miis importentes soa agwsllos con parssi
Josis mesiva y ea consscuancis con aintomatologfs ocaractarfetica,~
78 QU ea cosalosea reprezcatss probtlsmes de dlagmbetice s lse -~
diferentsa otapez do migreoids y locnlissoida del pardsite ,por le
Gee ea necesaris oonter oea métedos 4o dieguéetico adecundos pers
poner de mmnifiosto ia presencia de esie nemkiocis em lon tejidos -
40l kndepad (12,2,1 ) .

In 1a eotwlidod y greolss ¢l empleoc ds mfiodss ingwmpldgices
¥ diferemciocifn taxcedmics sshamoe que Agoeris lmbricoidss ’
consideredo hazte hets pooo como pardsito sxolusive del ocerde, -
teadion so encmantira em ol headrs ,produciendo lss miscea slterg -
glomes gue jooeris __ dpjocidep 1 des, por lo cmel ¢l estuiie
immmiclégios y ea especisl de diegnSstico ,reprqesats wn campo -
interesamte (2,7 ) .

Se ks informedo que ostc peresitoeis es nfs frecmente em leos
Kifes ¢un an los adulies,ests oo ecasiomsde fmdemestelzemts por
les bi¥itos do jwege & nivel del swelo,ssi oomo per les héVite higie
zioso dsficicates ,00 ke dssglosslo el porosmtaje por edades pedif
$riees prodonizemds ezta parssitosie ea loo pressceloree oem WA -~
peroents e do 42.7 ,reduwcidndose an les sacslisres sl 41 per ciexte
¥ disuizuye en los lostantes al 19 per ciemto ( 4 ) .

Aol puss sebemes que 1» ssoarissie cowps w luger importaste
oomo problems ds sslwd piblics .73 gue ocontemitontemeste al mslestar
fisioe  etermiae crogecife sconfmics o ol rengléa aélioo ssisten

olsl, incepecided f¥rice ,con repercusife ea 1oo egpectes -_—
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sducacionsl y laborsl,scentuscién de 1la desnutricién y causs eventusl
de cusdros suboclusivos u oclusivos intestinsles o de perforscién de

eston Srgenos (3,4,5,10 ) .

AFTECEDENTES EISTORICOS .

En 1960 Tatrs L.P. ( 7 ) desarrollé wns técnica para comprober
1s sctividad de los smmt{genos de larvas de tercer estsdic de Ascaris
luosbriooides “in vitro® .En sus invastigeciomes logrd obtemer -
primersseate lss lerves por infsstacidn oon huevos y pomteriormente
por ol método d¢ Baermsn lae sisld obteniendo precipitedos ,temto -
cuticulsr ,come de excreciones amsles, posteriormente inoculd los -
extrectos am cobayol y ROONIrd quUe se producis ma ¢ierto gredo de
inwenidsd & 1l enfermedsd .

Ouerrere y Silverman ea 1969 investigeron ls actividad insunolo
Lice en el retén de los sntfgenos somditicos y metsdélicos derivados
de) segucdlo y terver sstedic de larves de jsosris cojdes summ .
Los resultados demostrerom gus esos snif{genos metsbélicos recolectados
de lss larves del tercer astsdio de pscaris lumbrjcoides guum * in -
vitro ® ersn cspsces de inducic Trzistexzcis s le ipfecciée (B ) .

Ea 1969 Juag,B.J. y colabersdores ( 9 ) reslisarom pruedes de
hemsglutinscién pere detectar ls antigenicidad de slgunse fracciones
de jscaris lwmbricojdes .Ea estas prusbes detdrminsron ls capecidsd
qus tenisa ciertss fracciones santigenices pere inbibir ls activided
de ws swerv hiperimsune sn la prusbs de hemaglutinscién .Obtuvieroa
los satfgemnos por tres métodos diferentes ,pertiendo de larvas de
tercer estadic ; mao extrafdo oom stsmoi,otro por digesticn com -
pspafne y el otro por precipitacidén con sulfsto de smonic .

En 1971 Adriemns,R.Thompson {11} sislé un snt{geno (hemoprotefns)
del flufdc del onerpo de Asceris lusdricoides summ ,purificandelo por
filtrscidn sz gel y cromstogrsffe de intercemdio idnico .Eate antf

Eese combiunrdo con suerv 1nmume Causc degrsnoulacién de eosinefilos "in witro”

-~
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Un hecho notable en lss infeccionee por helmintos es ls frecusncis
oon que we presemtsn anticuerpos snefilfoticos (Igl) contrs los pordsito

Las infestacionee con facoeris lumbricoides en les nifoa as asmocis
con stagues de urticeris,erupcién maculopspulsr y otres manifestaciones
alérgices 1 ¥y ae he encontresdo gue los ni%os infestsdos con estos gussaes
tiesnen wn nivel do inmunogleobulinsa IgE mfa 2lto en su suere qua los nifia
aus ro estén infestsdoz con ellos .Es coaun en todss les infestsciones
por helmintos ,encontrer sosinofilis en l» sangre periférice.ln algumss
ocesiones ,18 migrecidn de lss lsrves de los helmintco & trevém de los
pulmonses se esecis con nsumon{es oue pusde ser fatel .En vists de la a80
ciscidn de los leucocitos eozinéfilos con ls liberecién de histemins y el
conocimients de gque loo enticuerpos IgE son couas potente de liberacifa
de histemins,ss posible que este padecimisnto ase ol resultado de waa rag
ocibn snsfilfctics créuics en los pulmomes ( 35 ) .

Les propiedades bdiolégicas del extracto crudo del Ascarie som ds
rivsdss del flnido ceslomico o do tode el cuerpo del perfsito . Ro obwio
qoe el extiracto crudo sse wns moscls muy heterogenes y compleje de compo
nentes con un espectro muy saplic de propiededes fisicoquimicss .Esto es
demostrsdo en conejos inmunizsdos conm extrscto crudo en sdyuvants complete
ds Fround,y sangrondo s los conejos posteriormente pare obtamer suere
hiperinsuns ,al cusl 8l ponerse em contacto con ol aztfgomo @m ums
inmumoelectroferesis se noté qus ocupsde todo el espectro de movilidsd
electroforetica .Con esto se demuesirs la prezemcis de uns gran csatidsd

de componentes amtigfnicos . |/

Loz componentes protefmicoz del extrscto crudo de Asceria fud
3




precipitado con sulfato de smonic al 50 % de esturscidn .Dichos
ocomponentes fuercon globulinas y albuminss .ssi como uns tercers
porciédn conestituida por un filtrsdo libre de protefpnas .

A1 lleverse scebo prusbes de sensibilidad con dichas subs
tanciss ,80 notd que ls globuline no preaentd pesccién ,perc em camdio
1s slbdmins y el filtrsde libre de proteins conjuntamente #{ produ
cen resocidn .

Sprent (1950) durente sus prusbes pers obtener slergenos ,
utilisando vna gren centidsd de preparsdos de Ascaris lumbriooides
on forme de axtrascto crudo logrd inducir shock snmafiléctico .

Aubler ot 81 (1972) obtuvo un slergenc com un peso moleculer
de 20,000 al prepsrar uns mescls de 38-52 frecciomes (del extracto)
que fuerom concentradss y apiicedss en ums columms de sefadex G-T% .

Despuss de sislsr y purificsr el extrscto de sscarie con gel
poliscrilsaids,electroforesis,immunoelectroforesis ,asi como em ul
irscentrifugs,se demostré que dicho extrscio contenis 8.5 % de
stuceres reductores,los cusles fueron determinsdos por el adétodo
de orcinol y cetslogados como glucoproteinss cergedss negstiveaments .
El pemc moleculsr del componsnte sntigénico fuf calculsdo en uns co
lumns de sefadex 0-100

Husssin et a1l (1972 } al res¥iszsr 1ls purificscidn de un aler

EZeno de ux extrecto crudo de Asceris lumbricoider summ encontrd wn

grupo slergénico formedo por proteinam y carbohidrstcs cop um pesn

moleculsr entre 10,000 y 50,000 y cor la carercteristics de presenter

Cares pegetive en ur camno electrofordtico ,ssimismo pe comprobd

que dicks fraccidn era ls mejor pesrs induvcir 1» forascién de anticuerpos .
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De scuerdc sl peso moleculer gue se deteraino se coacluye que
ol slergeno de dgceriz estd Tormede por des eubunidedes de posos
moleculsres sinilsres ,wmidos por enlaces no covaleates . Otre -
situacién slternative puede oer sguells en que el slergeno puede
agtar formado por une simple smbunidsd cuyo peso molecular ss de
8,400 y do uns serie de ceadenss cortas de peptidos ,los cusles
bais le influsncis dol sistemd de electroforeais se disocic y migre
sn ol gel .

Sprague-Dawley inmunmizsron retss con el slergenoc de .l;-cari'
¥ B pertussis y detectercz posteriorsemte ¢u el euerc snticwerpos
cop un tfiulo de 1t% & 15240 ,lo cusl dependis de la cantidsd del
slergeno inyectsdo ,pero uns pequefis cantidsed de 10.¢ del salergeno
fuf guficiente pars provocer upe hmema Tespnests ,

El slergeno sisledo por Mmbler ot sl del extracto crudo de
Awcaris fuf parificado en uns cowbinsecién de filtrzcién en sephadex
¥y crosstografias de intercembic idnico .

il comperer ias propiedades fisicoquimices de dos alergencs
sxizafdos del extrscic crude da fascarie ¥ mrificedos por diferen
tes técnicse ,se pude comprober que tenisn uns gren similitud ya
qus s¢ les encentro un punto lascelectirico de 5.0 - 5.2 ¥y wn coefi
ciente do cedimentscién de 1.855 .

Bredbury et 2l (1974 ) determinaron gque ls sdminietrsoifa orsl
de 25,000 husvos eadricnsdos de Ascsris lusbricoides suum dsa -~
como resultade ls spericién de anticuerpes en 2] suerc de retes -
despues de babder 16-20 dfss de la sdministreciée ,con wn tftulo de

szticuerpoe de 114000 .{35) .
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Yoshiys Sato en 1975 desarrolld uns técnics de snticuerpos in
munosdscrbentes ,principeimente con 1s jdea de poder »isler y puri
ficsr algunos sntfgencs empecificos con slto poder de antigenicided
#l mismo tiempo ,uns ves ys obtenides dichcs sntfgenes fueron inmoou
lsdos s conejos y ouyos,lo casl les permitic detectar postericrwente
1» infecoién por hemeglutinscidn indirects (12,29,%0 ) .

Ziprin y col. en 1975 (13} reslizssron prusbes psrs demostrsr ls
pressncia de cliertas sustanciss sntigénices en el exudsdc de larves

Juveailes de Ascaris lumbriccides sum ,el cunsl fuf splicsde & -
retones yor vis intrsperitonesl,notandose en slguncs casos la presep

cia de reacciones leves .

CARACTERI 3TICA3 GENERALES DE LOS WENATODCS .

Los nemftodcs son gusenos oilfpdrices ,de cwerpo mo segmentade
aon axtremidsdes afilsdes ,d¢ color que vs del bdlanco smarillento al
rojiso,sexos sepsrsdcs (diofcos ),ls hembrs es mfs grande que ol -
ssche 2] sual tieme ls extrezidad poatsrisr earciiads ksois la porvidm
ventrsl .Sus dimensi-mnes verfen de unos cusgtos milimetros haats se
brepesar sl astro , pusden ser muy finos ( come las filarias } o ten
grueses como jpoaris lumbriooides.

Botén ombiertos de uns cape quitinoss,estrisds en sestido circulsr .
En algunos cesos l» came ncutiomlar presente prolongsciones lstersles
de corte triangulsr,que recorren prrcislsente o totalmente sl cuerpo
del nemftodo,comc se observa en Enterobjus vermiculsris (6 ) .

La orgenissci/n del cuerpc de los nesftodos,tienen bdien definidss
las siguientes astructurss .

Ls catfculs,que juegs un pepel importante en su fiaioclogfa,es
=y sxtructurs compleja que verfs de un género s oiro ,ssy como del

estadio larval sl sdulto.Lr mayor{a de los trebeies acercs de ia -
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cutfculs de los nem&todes se ha reeliendo ®n Ascarir lumbriooider,

an el que me han descrits tree regioner principales que son tla
superficial,ls de la corteza y la medis ,1s primers estf cubierts
por uns ceps delgsds memor a 1000 4 de espesor y compuests da 1__{
Ppidor .,

De ostas tres regicnes le wéa imporisnte es la cortess la cual
se divide en capes ,su composicidnc de smipodcidos indice que estd
Tormsda por gquersting ,sun cusndo los estundios por difrscoidno de
reyos I indican ls presencis de colégens .

Ls regién medis de 1le cutfouls de_Adscsris lumbricoideg ,llamsde
caps matriz ,ee divide en oirs cape que contiene distintos poros -
scanslados gue me sxtienden en la ospo corticsl externs,esos poros
soamalsdos son huecos y estén normslmente llencs por uns sustancis
rics ea aminoécidos .

Variss investigeciones indicsn que la cutfouls es metabdlicamente
activa y no uma oubierts inerte { 16,17 } .Debido s ls gran centided
de ensimes que contiene,lss que probadlemente se originsn en ls hipo
dermis y tomas perte em 6l orecimianto de la cutfouls de Ascaris
lwmbrjcoides .

En los nsadtodos sdultos ss sacusntirsn las tres regionss ,aiemtres
gue en los nemftodos jovenes la cepe fibrosa estd redwcids o susents .,

Uns csrrcterf{stica que so hs not;do con respecto 8 la integridsd
de 1a out{culs de Agcaris lumbricoides en estado larvel es gue es
steceds por 1s pepafms ( 18 ) .

Ls hipodermis d¢scanss debajo de ls cutfculs sobressliendo demtre
de la cavidad dsl cusrpo ,» lo largo de 1s medis dorssl,media ventrsl
¥ las 1fness laterales ,pers forasr custro cordones ,los cordones la
Lersles hipodérmicos son los mfs grandes y contienen los cansles excre

sores (cusndo éstos se presentsn } .
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La bipodermis contiene gran cantidad de materisl de reservs
(gress, glucdgenc )y on olgunos nemfiodes hemoglodima .

El sigtems nervicso consia de un apriiio circunferenciel ,qua
une gaaglios,mervics ventrsles y dorssles ,los cuales correa poste
riormente del smillo pervicso 2 lo large de los cordones jtambiea
consts de varios mervios que me extiendem haste la poroidn ante
gior doade lss extructurss de la cépsuls bucsel mon inervedss. Kl
sistems morvioso simpftico ferfmgeo oonsis de tres nervios leoe -

cwbles corren & lo lergo 4o ls faringe y estén uaidos wme sl oire

por unss cwantes comisures .

Low Busculos 4o 1ss parsdss 2s) suasrpe 4z los me=d
dnicos y cstés divididos en contréciiles y no contrdotiles Jla -
porcién oomtrfetil de la céluls ec de soportes o sostan entre los
que 5o encusnirar lss sicrofibrillss .Ls perts no ocetrfotil da l»
ofluls oontiene afdoleo ,witocondriss ,glucégenc y gress .la imerva
oidm de 1a perte no comtrdotil de ls céluls pass del misouls el mep
¥io lomgitudinsl e al siilo aervioso . Los wisculos estfa sujetos
; is outfouls por fibrss ,iss oweies cerrem de is parte comirdotii
de 1s cfluls 2 1s membrmns bessl .

Xl peewdocalome s wana estrectura importante,ys qwe forsa ol
esqusleto hidrostdtioo del nomfftodo.lLos elementos provesientea del
intostine cows iomes y ox{gemo del modio ambiente deber crusar el
pssadocelows pars alosnssr les ginsdas y la pared del cwerpo . K1
flufdo pesudocelémico sctfs oomo transporte de becteriss & la op
¥idad del cusrpo,estss btecteriss no son fagocitadas .

El sistems slimentaric consts de cépsule bucal qus esté rodeads
por les labios,y o8 uns covidsd de forma weriableiconsts de farisge
szsculer y glandular intestino ,recte y ano .

El sistema excretor de loz nesftodos er muy variable y em
8




slgunos grupoes parace eatsr completsmente pusentie ,esle s1atem~ o8 de
dos tiposiglandular y tubuler.

El sistems glandular se encuentra en varios nemftodos y consiste
de uns coéluls ventrsl glandular situada en le regidn de le beme de les
feringe ,ususlmente tienes uns fmpuls terminal, que se abre al sxterior
de 1s superficie ventrsl por medio de un poro .

El sistems tubulsr puede ser simple sn forma de “H™ como ez -

Entercbius vermicularis ,en ¢l cusl un canal lstersl corre s lo largo

del neaftodo,como on sl Ascaris lumbricoides y otrcs nesftodos so los
cuales em los cusles la forms de "H" se ha modificede en un sitema de
U iovertida.ilgunce nemdtodes posesn los dos cansles laterales y uma
glanduls wvenirsl .

En cuanto a sistems reproducter .los sawne astén separsdos , la
hembrs ss siempre nés grende que sl meche, los machos tienen wmo ¢ dos
testfculos,los cusles se sbtren 3 una vejige seminsl ,estas estructurss
pueden ser divididss em uns perte glamduler y etrs syaculsdors .

Nuchos neaftodos machos poseen espiculas copulatorias qus se =
looslissn bolssa forssdss ez 1a closca ,estes bolsas se formar sl dis
tenderse la porcién localisads 31 rededor de 1s closca.lLss espioulas
constsn de outfcula esclerotisada y em algunos csses {jgcarig lwmdricoides)
tiene wa nervio que corre hacis un Srganc seamsidle al tacto .

El esperms del nemftodo es de tipo smsebeide,ls hembrs tieme umo
o dos ovarios,que se sbrer en los oviductos y el dtero ,sl finsl del
cusl so almacens el esperms (17,19 ) .

Ascaris Jwbricojdes .

4 este nomftodo se le conoce vulgsrmente como "lombriz intestimsl * ,
ers y» conocido desde hece muches sizlos puesto que se le mencinns en
el Pepiro de Evers 1550 4.C. A madiadoe del siglo X1X fué estudisdo
con precisidén per Nosler ,Leuckart,Lutz y los hermsnos Koinos .
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NORPOLOCGIA

Es un nemdtodo alargadeo,cilindrico y termine en punts roms
en 1» porcidn anterior y afs delgado s 1s porcidn posterior.8e
le observen doe liness laterevles blanguecinss que recerren longy
tudinslmente todo el cuerpo que va del color blanco smarillento
al rojisc. La poroién bucsl estd provists de tres labios diferesn
cisdos ,umo de los cusles es saplic y se locslizs ea la porcvife
ventral medis ,loe dos restantes se encwentrsn o posioién ventro
latersl ,todos sllos estén finsmente denticulados .

Cads labioc tiens ea sus mérgenes leterales pepilas gemelas
pequefias que forman wns peguaiie ocavided bucsl de forma trismgular.

De los nemétodos perdsitos intestinsles del homdre,jecaris -
lumbricoidss es el de mayor temsfic .Los machos widea de 15 ¢ 3l o=
de longitud por 2 » 4 mm de difmetro y la headra de 20 a 35 om de lop
Eted por 3 a 6 mm de didwetro,

Los Srgemoe gemitsles del machc oomsisten en um tube large -
forasde sucesivementes por los test{owlos ,el veso deferents y el cop
ducto eysculador ,aste tudé estf emrellsdo irregulsrmente en 1ls mitad
posterior del gussno y se sbre en la ¢loecs ,que o subtermissl K1
spareto genitsl femeninc ea genersl cerresponds s ls descripoién
de los nemétodos .Ls vulve ds ls hembrs tiene locslissoidn medis -
veziral,cerca de ls wmién de los tercios snterior y medio del cwsrpo.
Exists was vagins odnice que se bifurce pars forser un per de tubos
gwnitsles,cals uno de los cusles comsts de dtero ,receptéculo seminmsl,
oviduotos y overio.Estos tubos estén sorolledos em los tercios medio
y posterior del gusspo,sn lomgitud es wverise wveces lp longitst <otal
del gussno ,pueden Contener em un momento dedo hests 27 millomes de
huevos ,y 8¢ hs estimado que la produccién disris por headbra es de

200,000 husvos sproximadsmente ,Los huevos fertilissdos sem snchos y
10




ovoides,con uns cfpsuls gruess y transpsrentes ,constitufds por uns
membTans vitelins interns relstivaments impermesble y de nsiureless
lipoids.Los huevos fecundsdos miden de 45 & 75 micras de lomgitmd
por 30 & 50 micras de ancho y preseatan un espacic ea forms de wedis
luns situsdo en oeds poic ,enire el contenideo y la cubleris.

CICLO BICLOQICO,

Los husvos fecundsdos sslen del intestine juntc con ls materia
fecal y neosaitsn pesar d¢ 3 3 4 semsnss ta ¢l susle ,pere larverse y
volverse imfectantes,pudisndo conssrvar st viabilidad por varics meese
on susloe sombreados y hidmedcs .Ertos huevos cuys lerve hs slceaasade
su segundo estadio,sl ser ingeridos por sl hombrs eclosinman en l» -
perte proximal del intestimo delgedo,lss lsrves streviesan la pared
intestinsl y caea » vasos messnidrioos y por vis ports passa al b
4o donde permsnecen aproximsdsmente tres dfes, suments de tamefio
(tercer estadic), y slcemzan los vesos Pulmonsres ,donde muevemeats
crecea  awisa & larves de cusrto estsdio ,sirsviezan la membtrems slves
locepilsr y llegan & bromguios ,tréques y lsrimge,pasan » fariage,eso
fago,estémago y llegan sl intestine donde se oonvierten en larves de
quinto estsdio y se desarrollen hastc alcesnser ls madurez sexual ,le
cual ocurre waos 52 Cfea despuds de la imfecoiln,sperecieads husvos em
les msteriss fecales umoe dies dfss mfs terde (20 ),

EPIDEMIOLOCIA .

Es wn perfsito cosmopolits,mfs frecusnte en lss regiczes tropicsles
Stoll en 1947,celculéd qua existisn 644 millones de individuos parasitados
por este neaftedw {19) .

En Bdxico es muy frecuente .Se cslculs que ls tercers perte de le
poblacién gemersl psdece ests perssitosie ,efa cusafo se estime goe sdlo
o1 6 £ do 1s misms sufre sxcerissis mesivs ,su incidezois es msyor em
las regiones célidss y hiémedss del pefs y virtuslmente no axisten em los
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sonas Arides .De lrg putopsias reslivedas en 1la Ciuced de Féxice ,del
47 % de los cssos de ascarirsis B4lo posefan un pardsite (4,5) .
RESERYORIO.

Hests hece poco ticmpo ne considersba gue el hombre ers el dmioo
reservorio de esta perasitosis .Em 1a sctualidad se cree qus el cerdo
puede desempetiar ests funcidn ,ys que quizd ses tsn irportszte o ufs
qus 1la infestscidén humsna por Ascerim lumbricoides suumm gque por ~
Asceris lumbrjooides lummbricoides .

CONTROL EPIDENIOLOGICO .

Debe insistirse em la educecién higiemics,tanto individusl como
en comunided ,ssi come procursr ls eliminsciém sdecusde de axcretes ,
con objets de evitar el fecslismo al aire lidbre .

PAYOURNIA .

En el periode larvario,cusndo se presents una infeccién mamivs,sl
peso de las larvea,dursnts su migrscidén por pulmones originsa infiltrs
dos qus se manifiestan por tos,estertores s insufisiencis respirstorie
qus se scompefia de febrfculs y leucocitosis ,con semimofilia elevada:
dicho cusdrc climico se le conoce como mfndrome de Loefflsr y ¢s 48 -
oorts evolwsidn {( 28 ) . En ¢l periodc Intestinsl 1s icfestacidn pesa
iasdvertids cwsade es pooco intemse,pero cusndo es mazivs pusde causer
dolor sbdomizsl,meteorismo y vémitos ,en ocasionss los paciemtes espe
cialmento nifios pusdea pedecer obetrwocién o sudedetruccidn imtestinsl,
invaginscidn, perforscidn ,speadicitia ,diverticulosis ,sbeeso hepftice,
pencrestitis ,ictericia obstructiva y otrss menos fracuertee ocmc mor
reaperturas del coaducto onfalomeseatdrico con aalide dal pr‘.ito_ por
ol cabligo ,migracidén s ofdo medjo ,sbceso pulmensr ,obstruccién larfm

Eve y pericerditis por migrscién errdtics .
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OBJETIVOS

Pensendo en la forme de detectsr afs facilmente la asceriasis
extraintestins] y debido s que otres técnicss ys existentes mo pre
poroionan resultsdoe que nos synden 2 der np disgnéstico més acer
tado,se jusgs convenisnte reslissr un estudio con el fin de bLuscer
uns metodologfs qua permita detectsr fdcilmente en ¢l hombre ls ascs
rleais ea su fase d¢ migrecién axtrsintostinsl,emplesnde pers elle
ent{genos que mmwionu} unz reecoidn mis especifics y de feocil
interpretacidn en las diferentss pruedse serolfgices,que normslmente

e utilisen .

Deterainar gue mftodo de extrsocifn es ol més sdecusdo pers ls

obtencifn de un satfgene,especffico,ficil de menejor en ol diagndetico

de 1s ssxcariseis,asf ocomo su estabilidsd .

Detocter la existencia de uns reespuvests celulsr medisnte ls

intradermorresccién .
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PARTE EXPERIMzLTAL

OBTENCION DE ANTIGENO (S3CAROSA ~ACLTONA)

Este método conmiate en preparar un homogenisado del perfsite ,
con lo cusl me saparan mis facilments les protofnas de otras sustancias
que pusdan interferir con ellas .

Los gusanos colectados ,me mantienen en solucién eslins 0.85 %
dursnte 24 horss .Se lsvan com soluwoién salins esteril y solucién de
hidroxido de modic 1 nol/litro repitisedo el lavado ires veces mées con
1ls misms solucida .

= Fijor los adultos deo Asceris lumbricoides sutm con sifilercs en uns

table de fibdrecel forreds con slwminio pars facilitar 1ls diseccidn .

= Con un bdisturi{ hsosr un corte longitudinal y extrser tzatc ¢l sparato
digesiive como el spereto reproductor .Sepersr cuidsdosamente el aig
ieme musculsr ,el ousl deberd selir Integro,quedamds fmicaments ls
cutfouls .
- Seoar por liofilizsciée los adultos completos,ssf como 1s cutfcula y
aisculs Gus s¢ ertrejoron,y se munelem hasta obtener wn polve finc .
= Fesar 1 g do polve y colocsrlo en un homogemissdor y agregsr 4 ml de
soluciéa de secarosa 0.24 mol/litre .

-Homogenissr dursnte dos o tres miautos ea befo heledo .

= Aspirar 8l homogenisedo com Jerings de S0 ml y sgujs de 10 6 15 om
de lorgo dol # 18 8 16 .,

= Depositsr lentamente el homogenisedo en ol fondo de un frasce con -
tspén esmeriledo contemiendo 800 ml de scotons » -20° C .

~ Taper y agitsr vigerossasnte .

= Dejsr reposer dursnte 15 minutos en bsf¢ heledo .

= Aspirer sl sobrempdante de pcetons y egreger cucvesmcntic pcotona -
limpia y fris em igusl crntidad al volumen inicisel .

= Dejer reposar en bevo helado durante uns hors .
1£




= Decsntar 1ls acetona y resuspender el sedimento en 200 ml de ssetona

fria y limpis .

~ Decantsr la ascetons ,los reeiduos de¢ la mimms se elimiman de la misma

-

forms madiante vacfo,debiendo guedar e o]; fondo un polve fimo .

= Resuspender ol polve am 90luoidén smoertigusds de fesfetos a pB 7.2
0.2 wel/litros estéril ea uma proporcida de 40 ml de ls solucide
por cada gremo de meterisl dsl perdsite .

- Colovar l» swspynsiéa em befio beledo ocom a_g:lt.oi&l ossstsate .

= Dejar e ol cuarte frio dwreste 18 hores .

~ Contrifugar s 1800 rpm en centrifugs refrigersds s 0° C dursnte wma
4

hers .

« Dostribuir ¢l sobdremsdsate em alfcuotas do 1 wl sa fresoss de 2 ml
y lefilisar .

- AP e el aBdondda
&b ESRvigEmv wba YW

A S i'--g-‘-"v: 4z 12 =iswisnis :.-:._-.-»-!

= i {fy —

Als-out-Ss .(Antfzeme de jpospie lgmtriocojdes sypm ,cutiocnlar , -
sscaress ~ecetens ) .
Als-Nus-3s .(ntfgene de Agoaris lupbriocoides susp ,mwsculer , -
sesaress -eoetess ) .

Als-Tot-Ba .(Aatfgenc de jApcaris lumbricoides total , -
secaress — acetems ) .

PREPARICION  AFTI de Apceris lwmbricojdes EITRAIRO CON
ACEYONS . (Meloher 1943 ) (R) . .
Bste witods se besas fwndansutslinents ea 1s obtencila do m tr}

tursde de lss partes del pardsite (cut{cula,mmecules y pardsite cempls
4e ) oon el cusl ,se obtiens = homegenissde rice e pretefmss,csrbe
hidretos y lfpidos con imterfersacia entre elles mimmes al intereccis
por oon ol hnfsped .

= Posar wa greme ds ceds waa d¢ las pertes que se ebtuvierva del P

réeite (cutfculs,mdsoulo ,perfsito oempleto).
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= Adiciomar 50 ml de soetems .

~ Bemogemisar por agitsciéa rdpids duremts 5 mimutos .

- Decamtar .

- Repotir ls agitecién y deceatscifn duremte tres veces nds .

= Secar al vaofo hasts elimimsciéa complets de la scetena .

= Suspepder ¢l polvo em uwns solwcida amortigmadors de foafastes
0.2 mol/idtre & Pl T.2 estéril y frfs ,en wma preporoiéa de 4 nl
por oada 0.1 g del pardeite .

= Cantrifugar ol hemegenisads » 1500 rpe dureate 10 miswtos .

« Aspirer el sehremsdsnte con was sguja de 10 § 15 om de large del
Be 28 €16 .

= Iaveser e fresces d¢ £ ul con wm velwmea do 2 nl del mtfgemo .

= Retular de la siguiente sesmers .

Als-out-a. (Antfgeme do jgoaris lugbrioeides gwym,ewtiounlar, sostems).
Ale-Rot-a. (Antfgeno de fpoprip lwmbricojdes ywwm, total ,scetens ) .
Alo-Nue-e. (intfgene do jeceris lmbricoides summ, wusculsr,scetoms ) .
= Couservar ea comngelscifa .

OPTERCIOY DX s¥TCReC DE LARVAS DE TERCER ESTADIO .

Uas ves ebieniias iss larvas ,»e prepers ol satigene por ei métode
éo Sscaress—doetoas (Clark sad Cassls 1958 ),asi cemo ol sntfgeme
extrefde con asetesa (Nelsher 1943 ) .

= Colectar y disecar 20 haghves ¢a 1a ferms yu desorita anteriorsente .

ol tercio fisal del fterc qus cemtisns los huevos feoundades .
= Colooar los dtares am wa morters asidmi] ,

~ Ngosrar ,sgregmado soluwsién sslins 0.55 € estéril y fermeliza al 1 %
sara levar .

- Psjar 1s suestrs s teapersturs sabisate duremis 24 heres .
= Comtrifugar a 1500 rpm dursate 5 wimmtos .

= Repetir ls ceairifugnoida dos ¢ tres veces ,utilissads agus destilada
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pare sl lawvsdo .

- Extraer los huevos del fonde del tubo y colocarlos en cajss de
petri grendes,las cusles contisnen uas sciucidn de 0,1 molflitro
de £cido sulfdrico .

= Inocubsy @ 37° C durente 26 é 29 dfan,destapando las cajae de petri
diariamente con objetc de seresr los husves .

- Revissr lss cajse »l microsccpio con objeto de odmervar el dess
rrello larval .

«~ Uns ves que estén en etaps de lsrvacién y decorticesidn,lsvar custro
veosn con agus destilsds pers quitsr loe residuos de £cide que -
pusdsa quedar .

~ Hsosr conteo d¢ los hwevoe larvados viables,que son los gque ee uti
lizaran pers ls imnfestecién de comejce.(el conteo de los lmevos se
hsce utilisendo uns cémars de Neubsuer ).

- Isooular 180,000 hueves larvados por vfs orsl s conejos de 450 g .

= Seorificer 8 Afas Sespuds y extrasr hfgsdo y palmwones .

— Buscar las larvas de tercer estadio .

- Extrseriss del tejido ,por el método Ge Beermmn ( 7 ) .

OBTERCION DE EXTRACTO DE Ascaris lwmbricoides summ .

= Laver los adultos de decsris lumbdricojdes summ,con solucién sslins
isténice 0.85 £ estéril .

= Liofilisar .

= Triturar en un morterc hssts dejar un polve fino .

- Agregrr sclucién smortignsdors de foafatos 0.2 mol/litro a p8 7.2
sa proporcién de 4 ml por 0.1 graso del extrscto .

= Dstersinar conienico do protefnss por el método de Lowry (23,24 )

— Determinsr contenido de carbohidrator por el =ftodo de 1a antronas

(24 ) .
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- Estsnderisar el aniigeno s uns concentrecién dé ) mg de protaf=a/al .

- Ravaser y rotulsar .

- Conserver em refrigerscidn .

CARACTERTZACIOK QUIMICA DB LOS ANTIGEECS .
Le carscteriszscién quimics de les sntfgenos preparsdos ,comsistid
on realizar las siguiontes determinscionscs @
1 ) Cusntificecidn de protefuss con ol método de Folim-Cicoalteanm .
modifiosdo por Lowry y cole .{ipéodice 1.1 ) .
2 ) Cusntificacién de sguceres por el mftodo de 1la antrons (Apémdice -
1.2).
1ls detarminacién de protefnss so efectwd con la finslidad de estan

darigzar 1o ooncsatracidn des csds uno deo los snifgénos utilizados en 1la

inoculacidn de comejosm .

DETERNINACIOE DX LA ACTIVIDAD INWUROGENICA .
Ismwmided humorsl @

Psra demostrer la propiedsd de inducir immwmided humorsl por les
satfgonce preopercdes ,se inoculsron 2 conejos por cads wno de lod amtj
geacs d¢ isoaris lumdpicoides summ. Antes de efectwsr 18 ineculscidn ,
se sjusterdn los antfgencs & wns concentrscifa sprexissds de protefnss
de 3 ng/ul ¥ se les sgregé sdyuvante imcomplete de Prewad en m=ma pro
poroifn de 131 ,siguienio ol esquema de la tabdla No I

Ss ussrom 9 comejoc de le cepe * Hwave Zelands " com W paso de
300 g ,y o0 dividieron e 5 lotes con sl fin de sensidilisarlos con los
diferentes mt{gonos que e obtuviercn y sstandsrisaron 3
Lote 1. Comstituido de trea consjos .

conejo 1 . Semsibilisade con sntfgemo cuticulsr,extrafdo por
¢l sftodo de szcaross —ecetems .

comejo 2 . Semsibilizado con anti{geno mmsoulsr,extrefde por
ol métodc de sascaross-scetons .
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cone o

el método de sscarcam-scetona .

Lote 11 .Constitufdo de tres comnejos ?

3 . Sensibilisado con antireno total,extrsfdo per

conejo 1 . Inoculado con sntigeno cuticular,extrsfdo por el

mftodo de acetons .

consjo 2 . Imocoulado sen sntfgeno muscular ,extrefdo per

ol métode de acetona .

conejo 3 * Inoculsdo com sntfgsnc total,extrafde por el

método de acetona .,

Lete 111 .Constitufdo por wa comeje inoculsdo oon sntfgenoc de lerwvas

de tercer estadio del parfeitc y extrafdc por el mdtodo de

sacaross-acetons .

Lote 1V .Constitufdo por um cocmsjo inoculsdo cor antfgeno de larvss

de tercer estsdio del perdsito,extrafdo poer el métcdo da

ascetloma .

Lote 7V . Constitufdo por un conejo {testigo) inoculade con extrscto

de Ascaris lumbricoides suum completo {tritursdc y homogeni

udo).
CUADRC Fo 1
ESQUENA DE IXNUNIZACION
¥ia CANTIDAD 1NOCULADCS T1ERPO

Cojinete plaater 0.5 ml Ag-sdyuv. cads 8 dies
incompleto dursnte un
de Preund mes .

Intreperitonesl 0.% ml Ag-edyuv - cads B dfes
incouplete dursnts uxm
de Freund mes .

Intrsmusculasr 0.5 ml Ag-sdyuv , cads 8 dfes
ircoepleto dursnts un
de Preund mnog .

Subcuténec 0.5 ml Ag-edyuv . ceds 8§ dfss
incompleto dursnte un
de Preund &5 .




Para la immunisecién de los smimales se empled 1 ml, de apvigeac ,
7 1.ml,de sdyuvantes imcoeamplets de Fremnd,ls imeculscién se reslisd osda
8 4fas dursste ma mes signiendo ol mismo ssQuems pers csds ume ds los -
difereates satfgesnons obtenidos .En cads imooulscidn se utilizerom las
vfss vy csmtidades del esguams d¢ incculscidm .

Antes do cads inoculsoida los szimales se ssugrerom por puacide -
cardfacs pars ebiemer spreximedsments 5 ml de ssagre ,se separd ol suare
¥ se reelissron las siguientes prusdes irmwmolégicssiCeatrainempoelestry
foreais,inmweeldi fuside ,inwmmoeloctreferesis y titulacién de mtiowerpos
por hemaglutinsciéa imdirects .

' Teorninads la imswsisscidn,los saimsles se semgrarcn a blsmoo,seps
réadose el suare y se guardd s cougelscidéa en slicwotas ds 1l y 2 ml, -
para sor usade pesteriorments .

Ls oentrairemmeslectreferesis (spéadice 11.2 ),inswmodifuside -~
(spéadios 11.1 ) y la immmmoslectreforesis (spéndice 11.3 } asi cemo 1la
hemaglutinsciéa imdireots (apdadics 11.5 ),se reelisarcn de acmardy a
los eoquenss :2,3,4,5,6,7,8,9 7 10 .

o8 IR LA CION ANTIGERICA,

Pare dsterminer la cempesiciéa mmtigimics ,me reelisé el sstudio
inmwnegloctrofordiioe ds los aatfgemcs edtenides ,primeremente ,se hiso
1s sepsrecién de les diferestes cempomentes do les mifgeaos por sleotry
fordais ,pares pesteriormeats sfectuar la imswmoprecipitaciéa ussnde swere
de oconeje imamnissdo individualmente com cods wne de los antfgencs de
Ascaris Jwbrjoejdes sym.

Cemocido el cowportamientes de los diferentes samtfgencs ,en lss &)
yersas prusbes ,hemaglutimsciés imdirects,IEF ,ID, CIEP (Esquemas 2,) -
4,546,7,58,9,10 ),5u reactivided y especificidad de la respussts immune

de tipe humorsl;se procedié posteriorments s dastectar 1s respmests -
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celular,en este coso es sabe gue pers detectsr ests reapuesta se usan
las pruebas des trsnsforsscidén blsstoids ,factor de imbidbiciéa de la -
migrecién de msorofagos y ls intredermorrescciéa .

Ea 1s segunds fase de spte trabajo se usd dnicamente la intreder
sorreaccién ,ys gue este prusbes nos ofrecfs una mayor facilidsd ez su
manejo esi como ls disponibilided de contar com los animales de sxperi
mentacién .

Se probsron todoes los satfgenos gque se obtuvieron ,haciéadoss la
sensidilismcién en conejos ,sometiepdolos al siguiente esquems de sensj
bilisacién .

TABLA UNo 1

Esynems de semeidilisscifn pers pruebs de intrsdermorresoccidn de

csde uwno de los satigeacs .

Come jos Incculado ooa L} () Tieapo

1 Extraste amtigénioo de Cojimete Ceda echo
1 Asceris lwpbricoides plsater . afae

:' ;m afs adyuvante Suboutdaes duremte 4
nm incompleto de Fromad. Intresusculsr Bensass
ni Intreperitonsel

i Soluciéa salins

isoténice | testigo )

Tres semsnes despwfs de hader seamsibilisado & los cemejos se pro
oedié a prectiocsrles intraderworreacciés usando pers tsl efecte la -

aisms comcentrecién sproximeda de protefnms del santfgeno correspondiemts

e inocluyendo comc control solucién selina isoténics .de acuerdo al esquems
Ne 2
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ESQUEMA No 1 IXTRADERNCRREACCIOK

Conejo Ant{penc Cantidad Concentracidn
da protefins
- g/ 0.1
'y Selucidn saline 0.1 Controil
isotéaics
B sat{geno corres 0.1 3.0
pondiente

Pars poder efectuar lo anterior se procedic s rssurer el dorse de
l2z sozsfss 7 =0 les mnlico 0.1 m] de oads wna de lss diluciones de antf
gono y de control .

la distritucién de lss intresdermorrescciones ee presents oo ol e¢3
guema sigujients .

DISTRIBCCICE DB
INTRADERMORAEACCI ONES

\
'S

|

J
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RESULTADOS
Por 1o que se refiere a la concentracidn de protefnas de
los diferentes antfgencs que se odtuvisron por los distintos
pétodos de extraccidn,se usé 1s téecnics de bowry (26 ) , -
obssrvindcse difersnciss afs o menos mercedss an ceda wno de
slles .
TABLA JNo 2

Concentrscién de protefns de los ant{gencs obtemidos por difs

rentes mftodes .

Aut{genos Nétodo de Concentrecién
Stresciés  ma/nl de protefps
Lervel puro Sacaross-Acetons 2.5
Larvel oruwdo Acetons 2.0
Nugoulsr puro Sscaross -dcetons TS
Nascular crudo Acetona 3.70
Cutiocnlsr puro Sacsross -doetons 4.3
Cuticuisr orudo Acetons 3.3
Totsl pure Saceross —Acetoms 3.88
Total crwdo Acetons 3.T5
Extrscto Triturscién ,homogenisecién 4.26

Encontrdndose que ls mayor ooncentracién le corresponds
s los sat{genos cuticulsr purc cem 4.36 mg/ml ,extrefédo por
ol nétode de Sscaross-ecetons { Tedls No 2 ) .

Hecho lo sntericr ,ee procedid » probar los diferentes
sntigenos con ls pruebe de hemsglutinecidn indirects ,con el
fin de titulsr csds uno de sllos .

Obtenidndose un mayor tftulc pars el ent{geno cuticuler
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puro,sl gqus le oorrespondié ,I1640 tutiliséndose en esta rea
ooién un suerc hipericmune de comejo gue se inmunisé com wn

extrecto antigénico del verdsitc completo ( tebls No 3 ).

TABLA Yo 3
Registro de hemsglutineoién de los smtfgenos ocom wuero de -

oone jo inmunissdo con extrsctoc sntigémioo del pardsito complete .

DP1l11LUCIOODNTES

Ant{geno 1120 1340 1180 11160 13320 13640 131280
larwl puro * * * * + - -
Larvsl orudo + + + + - - -
Fusculsr puro * + + + + - -
Eusoulsr orude + + + + + - -
Cuticular pwro + + + + + + -
Cutioulsar orwio + + + + - - -
Totsl puro + + + + +* - -
Total crudo + + + + - - -
Extreoto * + + + - - -

(¢ ) resccifa pesitive ¢ { =) resceifa negstive .

A oontinusoién ee efectué de igusl memers ls prushs de
contreinmnocelectreforesis ,con 1a misme fimalided,preperdadese
mmofmodouplwu-hlmluuoolmmm-t‘
genos wotivo del experimento freate sl emere hiperimswne de -

comsjo imoculsde oon ¢l extrecte cowpleto ds Agcaris lumbricojdey
(dpéndice 11.2 ) ,



R TSI

BOwUbk WA No3

Contreinmuncelectroforesis

Hilers Hilera Hilera
f ) B c
1 Fd 1 2 1 2
A 1“ ® A ;il s A “; s
Bl b B'”b B I{ji v
c H ° c \” ° c c
EILERA At

Lados 113,B,C

Lado 208

Lado 23®

Ledo 210

HTLERA B 3

Ledoz 114,B,C

lado 21

Lado 210

Suero bipsripsune de conejo inamnigsdo oon axtrscto

de Agooriy lymbricejdeg gupm completo .
Astfgenc total de Apoeris lumbpjogides extrafdo

por ol mftodo de saceross - soetons .

de Asceris lwmbricojdes =
extrefdo por el sftodo de sacarose~ acetona .

Antfgenc cuticular de Ascaris lumdricojdeg sym -
extrafdc por el método de sscaroes- acetons .

Suerc hiperinwune de conejo inmunizsde con extracto

de Agcoprie lusbricoides completo .

Ant{geno totsl de Agceris lusbricoides suus -

extrafde por ¢l método de acetons .
intfgenc musculsr de Ascaris lusbricoides guum -
extrafdo por el método de pcetona .
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Ladeo 210

HILERA C»

Ant{geno outiculsr de Ascaris lumbricoides summ -

extrefdo por el método de scetons .

LedosX: 4,B,C%uerc hiperinmune de consjo imsmnigzsdo oom extrascto

de Agceris 1 Yricojdes completo .

Lado 212 sntigeno de larves de tercer estadio de Asgeris -
— bricoidep yextrafdo por el mftodo de sacaross~
acetons .
lado 2%  ComtPel positive de Agcerip 1 briocpidesg .
ledo 21c  Centrol megstivo (solucidn sslins isotéuica ) .
ES3QUEKNA Fo 4
contreinwgnoslectroforesie
Bilere Eilers Hilere
¥
1 2
A l| | 8
S

(1]

it

FILERA A8

ledos 134,E,C Sesro hiperimmume de¢ oomejo inmunissdo com extrecto

ds Apcaris Jwmbriooides guma completo .
Ant{geno de larves de tercer estedio de Aecsriy 1

briocides suv= ,sxtrafde por ¢l wftodo de acetoms .




Lado 210 Extracto de Apcerjs lumbricoides suum completo

{tritursde y homogenizado ) .

Lado 230 Control pomitivo de Asceris lumbricoides suem .

A continuacién se procedid s efectusr 1 técnics de inmu
noslectroforesis ,con el fin de conocer el nimero des bandes
Gue se seperoron de cads uno de los difsrsntes satfgenos -
(Bsquemss 5,6,7,8,9 } .

BSQUENA Mo

Inaunoelectroforesis de swero hiperinmone contrs los diferentes

sntigencr de jposrisg .
.4,
| B :
L
&)
¢
43  Antfgenc totsl de Asepris lumdricojdes pupa extrefds sea -

SROSIOSS ~ acetons .

B: Swerc hiperinmune .

Cs Antfgeno musculsr de Ascarig luymdricejdes gumm extrsfdo con
gscoross —~ acotons ,

ESQUENA Fo6

-

A
—
3
‘:'\

C
¢

i

At intfgeno cuticulsr de Ascaris lumbricojdes suua extrsfdo com

SBCATOSA —BCEioH?
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Bt Suero hiperinsune .
Cs  Ant{geno de larves de tercer cutadic de Agcerig lgmdriccides
J3ER exira{de con sscarcss - acetons .

ESQUENA Bo 7

._/V\._./
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i =
: 4
I v
At Antfgemo total de Apopris lwabricoides sxtrefdo com
scetons .
B¢ Suero hiperinmune .
Cs Ant{geno susculsr de Apopris 1 Vriceides sxtrefdo ooa
sostons .
ESQUERNA o8
4
o
- e
— 3 i
p
o
c
As latfgeno outiculer de Ssceris lwmdriccides gwem extrafdo oom
sootoms .

3 Superc hiperinewme .

Cs Antigenc de larvas de tercer estsdic de Apcoris
extrafde con scetomss .




ESQULEXA Ko 9

\

As  Extrecto de igceris lumbricoidep pyup completo {tritursdo -
¥ homogenissdo ) .

¥

3zarc bipsriasens

C1 Control negetive (molucidén msline isoténics ) .
ESQUENA ¥o 10

Ismunodifusién usendo suero hiperinmune ocontre los diferentes

antigencs de Ascerie lumbriccide uz .

l

SISTENA A T T T T3sBa 5

A3 Suero hiperinmune de conejo inmunissdo con extrecte
de Ascarizs lumbricoides suum completo .
1. Ant{geno total de Asceris lumbriconidec suunm extrsfdo

por ol mfitodc de sscaromes= acetons .
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2. Antigeno muscular de Ascaris lumbricoides svum ,
extrafdo por el método de sscarcss -aocotoms .

3. Antfgenc cuticuler de Ascarjs lumbricoides suvm.
extrefdo por el métedo de sscaross-acetomns .

4. Antf{geno total de jgosris lumbricojdes suum ,
axtrsfdo por el método ds scetoms .

5. Ant{geno musculsr de Asceris lugbricoides suwum
axtrafdo por sl eftode de acetons .

6. Ant{gene ocutioulsr de isceris lwmdriceides suwam
extrafdo por el adtodo de scetons .

SISTEA B

Bi  Swers hiperinmcne de consjo insupisedo com axtrecte
de Asopris Jumdricojides syus complete.

1. Aatf{geno de lorves de tercer estadio ds jmcaris
lwmbricojdes suum ,extrafdo por sl sétdde de -
sscernss -ecstons .

2. Aatfgeno de larves de toroer estadic de Ascsrip
lywbricojdes suus ,extrafdo por ¢1 método da scetems

3. Extracto sntigénice de Ascaris lwmdricojdes swum
completo (tritursdo y homogenisedo ) .

4. Contrel positivo de Ascsris lumbricoides swum .

S. Control negative ( sclucién sslins isotémica ) .

41 efectusr les lecturss de la I.D.BR. con los diferentes
snt{genos de Azcarig luxbricoides sunm ,ses observé la resocidn
csrscterfistics en ceds wno de los comejos en los que se precticd
ls prushe .
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A 1s primers hors ge detectd uns zona de induracidén ls cual
se desarrcllé s las 2 horee unsa rzona de tipo eritematoms y a les
4 horss se formo un edems el cusl sl ser medido resultd ser va
riable en cads uno de loe comsjos Greficas 1,2,3,4,5,6,7,8,9

El edems permenecid constante sp ceda unc de ellos hasts las
2 horas , tendiendo a dessparecer posteriormente .Urafices 1,2,~
3,4,5,6,7,8,9 .

fn el conejo No 1 la intrsdermorreaccién fué meyor {dismetro -
2.2 ow ) y que correspondié sl antfgenc cuticuler .Crefice No 3 .

Al efectuar lss lecturss de l1.D.R.ccn loe diferenter snt{genos
de iscaris lumbricejdes suum ,se¢ observé un efecto semejante sn -
ocads uro de sllos ,el cusl comsistio en la spsricién de uns sons
indursda oon edems y eritesa & ls primers hors ,sumentando poco a
pose el didmetro de spta resccidn llegsndc al maximo s lss 4 horas ,
con un sumento de 2.2 cm .Despues de este tiempo ,empesd a dimmj
muir la resccién ,pere permsneciendo ls soms de induracién kests
las 48 y T2 horss ,mantstiendose un dismetro de 0.6 om,tendidndo
posteriorments & su desspericién .Grsfices 1,2,3,4,5,6,7,8,9 .

Es necesario sefalsr que 1l meyor respusste que se presentd
fué con el snifgeno cuticulsr tsl y como se odservs en lss graficas
3vé6.

El conejo No 9 que fué ussdo como testigo y el cusl se ino
cule con solucién salins s 1ss 4 horss disminuyé ls resccién pro
vecada por el tremmatismoc,dessapereciendo sl mismo tiempo el edems .

De scuerdo s los estudice hechos per varios investigedores ,
a2 asbs gue un simple extracto del psrfsitc inoculsde a uns persens
éats desarrolles un procesgo de hiperseneidilidad.En funciér de esta

sitoacidn conmidersmos gque ls mayor sctivided sengibilizante del
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orgeniemo y de acuerdo a nuestros resultados ,esta sctividad se
localiss & nivel de outfounla ,cuyas cesracter{sticas quimices -
(conosntracién de protefnss y earbohidratos ) le confieren ls
propiedsd de antigenicided asi come la de inducir la forwscidn y
produccién de inmunoglodulinss K ,considersdss ccmo responssbles
de todo tipe de slergles y detectsbles en la mayoris de los casow
por medio de ls intrsdersorresccién (Johsnnmon et sl 1968 } .

Cads uwno de los ant{genos wse sstendariséd a wns concentrascidén
de protefnas de 2.0 mg/ml .

A lsz 4 ssmanss posteriores 2 1ls senmibilisscidn ,se procedid
s precticarles ls intrsdermorresccidn ,usando pars tal efecto la
aisma ooncentrscién de protefnas en ¢sds uno de los conejos,inclu
yendose control de solucién salires sl 0.85 % rasursade. el dorse
ds los conajos (Baquems No 2 ds intredermorreaccién ).

los resultedos de le intrsdermorresccién se registreron » lss
2,4,8,12,18,24,48,72 horss .(Tsbla No 3 ) .

Ls evolucifén de lss outirrescciones,se wuesira en las gréfices
1,2,3,4,5,6,7,8, ¥ 9 comperstivements oon el testige imcoulads oem
solucidn sslins 0.85 % .

En cpds wpno de los oconejos ls resocidm so presmtéd nfs o memos
uniforme cem las warisciones correspondientes a ceds uno de los
ant{gencs .

41 kacer la comperscién de lsa gréfices ,ocbservames gue ls
mayor reasccién se presents cos el snt{geno cuticulsr puro obteniem
done 1s mfxims & les 2 horss siendo wns induracién sostenida casi

hests 1os 48 horess .

Como podemos observer ,los sntfgencs cuticulsres sor low
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me jores inductores de este tiro de respuests,comparativemente con
los demém que se astudisron {total puro,total orudo,musculsr puro,
suscular c¢rudo,lsrval pure ,larvsl crudo, extrscto ),

Ahors bien da szuerde s estos resultedos y los reportes de
otros sutores (Chsse 1957 ) consideramos que la intrsdermorrescciéa
presents soris limitacién ,como son su bajs eppecificided dads en
oete casoperticular de Ascaris lumbricoides suum por 1ls graun v
rieded sntigdnics que presents ,ssi como por ls existencia de va
Zios alergencs presentes sn ol perdsitc por lo que su valor diagn‘_-_
%ico estf en entredicho .Considersmos que s¢ pusden sumenter la -
sspecificidsd de 15 reaccién ez tante se dessrrollen mejores méto
dos pare la purificacién y sislamiento do aptigonos especfficos y
odonfs exists une buens eatandsrisscidén ,ssi como wniformidad en
su eplicacidn o recurrir a otrss técnices mds especificaes.

La segunds perts Jdo este trabajo consistid en detectar la
regpusstia cslular por medio de ls intrsdermorreaccidn.

Priseramente se seleccionsron 9 cenejos en los que se prscticd
dichs pruabs .Cads uno de los consjos fué meneibilissde con extrae
lo sentigénico del pardsito y de scuerdo &) siguiente procedimiento

( Tobla Mo 1 ). Encontrendoss los resultsdos en ls tsbla ¥o 3 .



TA4BLA No 3

Regiviro de las intredermorrescciones en om a diferentes tiempos

8}318ﬂ48_'g_c

1.4
1.2
1.3
1.1
L1
1.3
0.5

0.3

Ant{genc Intcisl E OR 4 8
Patrén L3 1:22 1.;

Total puro 1.9 2.0 1.9 1.7 1.5
Nuscular puro 1.8 2.1 1.6 1.3 1,2
Cuticaler mare 2.0 2.4 1.9 1.7 1.5
Total crudo 1.5 2.0 1.9 1.5 1l.3
Fuscular cruodo 1.6 1.9 1.7 1.3 1.1
Cuticulsr orwdo 1.9 2,3 2.0 1.8 1.5
Larvel pure 1.8 1.7 1.6 0.8 0.6
lerval orwmio 1.7 1.7 1.2 0.7 0.4
Extrecto en 8.8 0.8 1.5 1.3 .1l 1.0

0.9

1.3
1.2
1.2
0.9
1.1
1.2
0.2
0.2

0.8

1.0
0.5
0.4
0.3
0.1
0.8
C.1
0.1

0.4

0.8 B

0.2 8

0.050

3.8.= Solucién Salins .
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o DIAMETRO EN CM
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* MAMETRO EN CM

$RAFICA DE INTRADERMORREACCION

CONEJO No 7
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CONEJO No 9
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a8 72
TIEMPO EN HORAS

43




PISCUgIOR DE LOS RESULTADCS

Fo obatante que me han utilizado muchas técnioss Pers la
obtencién de ant{gence do diferentess parésitos ,entre ellos sl

de Asceris lumdricoides suum j} en éste y de acuerde s nuestros

resultados ,el mejor método de extraccién fué el de ssosross -
acetona ,oon sl que se obtuvo una msyor concentrscién de protefns
y la eliminacién de ciertos elementos que pudieran en algin momen
iAo interferir en lia sctividad sntigénics. En 1ls tabls No 1 se -
musstra cue ls mayor ooncenirsciép de protefnss determinades por
la téonica de Lowry ( 26 } fué el mftode de extraccién de sscaross-
scetons pers el sntfgenc cuticular puro con 4.36 mg/ml ,sl ocual
2]l ser incoulsdc al oconejo ,produjo una duens respuests hmras:l
tal y como 80 obaerva en 1ls tabls No 2 en 1la gue se cusntificeronm
los snticuerpos por hemsglutinaszién ,correspondiéndole un meyer
t{tulo (131640 ) al mismo snt{genc cuticulsr pure {ssceross—ecetons)
33! siemo deteotamos que todos ios sntfgenoas extrefdos con
sscarosa—gostons ,fweron los gque provocaron uns Rayor respussta
sn ¢l oconejo ,siendo semejante el tftulo pers los ant{genos musg
cular crudo y purc respectivamente ,en este caso perticulsr , consj
dersmos que smbss técnicas de extraccidén no eliminsn la gran can
tidsd de 1fpidos y carbohidrstos presentes er ests estructurs y
son los que interfieren er 1ls respuests inmune .
Por lo que se refiers sl comportsmiento electrofordtico,oste
estudic,se efectud utilizando los difercrtes spt{gencs jue me -~
extrajeron y se usé suero Liperinmune de cone)o contra snxt{geno

oomplato de Aacaris lumbricoides suum se observd cue el menor -

pfmero de bandss gque se presentsan ee con el ant{gemo cuticular
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obtenido con sscaross-acetons (Esquemss 5,6,7,8,9 ) y el de larvas

de tercer estsdio extrafdo ipuslments con sscaross—acetons .
Conocido el comportsaisnte y reactividesd en la inmuno

electroforésis ,se siguié con ls sensibilizacién de los conejos y

2o continud el smsngrado periddice de los snimales  pars co

1s respuests inmune,presentandoss el mayor tftulo a los 15 diss
deteotsdo por hemsglutinacidn .

Por 1o que respecta s la inmunodifusidn que se monté ,ee
pusde observar que tsmbien el wenor mémerc 1;- bandas que se deteg
tan es con al antfgeno cuticular y lsrvsl extrafdos con sacarosa-
stetona al intersctiomsr con el suero hiperinmune (Bsquema 6 ) .

Ea ls contrsinmunceleciroforésis el comportsmisnts es nfs
especifico ,detectendose el senor nimerc de bandes con sl satf
£oue cuticulsr puro (ssceross —scetons ) y en el csnsc del larvel
sxtrafdo por el mismo método,la reactividad indics wn msyor nd

_mero de bendss (3) {Bacuemss 7,8 ) .
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CONCLUSICNES

l.= L& manipuiacién ,ls ismpersiurs asi come el tieapo que trans
ourre s procesar ol parfsito,slteran su constitucién quimica

¥ por lo tanto la resotivided de los diferentes antfgenos que

s® probaron .

Por lo que la preperscidn de les difersntes ant{gencs deberd
de efectusrse lo mfs répido posible pars eviter en lo pesidle |

ocualquier tipo de altersciéna .

2+= Do loa sntfgsucs gue se estudisron y probsron el que 4ié unas
mpyor resctividad en cade vas de lss rescciones que se usaron
pere detectar su comportssiento immunolégico fud el cuticulsr
puro,por lo que oreemos gue ss el que debe de usarse pers -
diagnistice de le enfermadsd .

3.~ Ea necesaric la estandarizscién del entfgeno ya que sino ae
sfectia,ls resotividad se ve disminuids y nos pusde dsr resul
1ados falsos sl memento de las lecturss correspondientes .

4.~ Todes los snt{gencs que se prepsraron s¢ puneden slmscensr
debidemante liofilizsdos,con lo que se mentiensn e bLusuas
cendiciones de estadilided duremts bestsnte tiempo,eviténdonme
sl wizime ou reactivided ssi Cokv s dempsiwrwiisscién .

5.~ E1 mejor odtode ds extraccién pers la preperscidn de los
diferectes snifgenos fué el de secarcss—scetons ys que com
esto e¢ oliminan grea osntidad de 1fpidos que pudissea imter
ferir sn ls resctivided .

6.~ Come en osts enfernedsd y s otrss perssitosis ls intrader
sorreeccifn me represents ningén walor diagnéstico,selo puede

ser ussds pare estwdics epidemiclégices .
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APRNDICE 1
RETODOS  QUIKICCS

1. DRTERMIEACIOE DE PROTEINAS, NETODC DE LOWRY
1.1 FUNDANENTO s

Es un aétodo colorimétrico,medirnte el cual me aide el
oolor szul que se produoe sl sgreger ol resctivo de fenecl de
Polin=Ciccaltasu s uns scolucidén slicelins de proteinss.

El resctivo de Folin-Ciocalteru(ssles de litio del #cido—
fosfomolibdotdgetico ) oxide compuestos fandlicce en condiciones
slcslinss ,por lo que se reduce de un eolor inicisl smarilloe
oro & un ¢clor asul intemse .

Baste resctivo se uss pers medir compusstos fendlicos ssi
como pars detersinsr tircsins,sl sminodcide que contiens mna
cadens lsteral fendlics.Dado que todsa las protefnss centienen
tiresins ,ests resccidn ho sido wuy ussds pars deteraimsr cusp
titstivemente protefnas.los grupos indol e imidesel 4e triptofsno
e histidina,resccionsa tsmbién con sl resotivo,pere la rescciéa
ez ads 46bi1 que ls obtenids con ls estructure de snille femélice.

la intensidsd del color depende del contenide de tirosina y
triptofane,pesro hay ciertos factores que influyen en la rescoién
como sopn sl tiempo que is proieine ewid &E@pussie =1 21ss1i antes
de agregar el reactivo de fencl y ls presencis de grupos SE u
otros grupos reduciores .

En 1s modificecién de Lowry .el método se hece an afs
sengible por ls adicién de una pegua¥s cantidad de cobre em
tartrato debtilmente »slcaliro con lo que se auments el deserrollc

del color.El complejo de tipc Biuret entre cobre y protefns ,
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se irets posteriormente cen el resctive de fencl.El compleje

formado y les cadenas arométicas de les proteinas reducen sl
resctivo y las dos rescciones juntes som cien veces més mensi
bles que el método de Biurei,lo gue permite detectsr caatidades
pecquefies de protefnas del orden de 30 8 100 _4«g (1-5 « g de ¥ )
con uns precisifm de + 10 %
1.2 Eguipo 3
Color{metre
Balsass greastsrias
1.3 Materisl 1
Tubos de emseye 13 x 100 am
Pipetss de 5.0 ml (1/10 )
Pipetes ¢ 1.0 ml (1/100)
Pipetss de 0.1 m) (1/100 )
Gredills
Espédtuls *
Probets de 100 ml
Presco daber osm tapfn esmerilsde de 100 ml .
1.4 Resotivoe 1
- Solwoién de sulfsto de cobre pentshidrstado al 1 %
Meslver 1,0 g d¢ malfsto de oebre pentahidrstade (cnso‘.sxzo)
o2 50 »l de sgue destilsds ,aforer s 100 ml oen sgus destilads.
- Solwciéa de tartrete de sedio y potasie al 2.0 % ¢
Diselver 2.0 g de tsrtreto de scdiec y potssie en 50 ml de

sgus destileds,sferer ¢ 100 ml con mgus destilads .




1.5

Carboneto de eodic sl 2.0 £ en hidréxido de wodio 0.1 mel/litro
Displver 2,0 g 42 corbonsto ds sodic an 50 ml de hidrdxide de
s0di1o 0.1 mol/litre ,sforer & 100 ml con sclucidén de NeCH .
8clucién 11

Se prepars mesolsdo 1.0 ml de 1la solucidn de sulfeto de cobre y
1.0 ml de 1ls solucién de tartreto de sodio y potssio es 100 ml
de ls selucidn de osrbonsto de sodio(we prepers justaasnte sates
de wserls )

Reactive de fenol de Polin-Ciocsltesu (comercial ) 2 ¥ 3

Antes deo userlic se diluys volumen s volumen oon sgua dostilads
pere tenerlo 1 ¥ .,

Solucién de slbdmins sérics bovins contemiendo 100 ~ g/ml s
Diselver 0.1 g de slbdaina africs bovins cristalissda y purificads
a 500 wl de mgus destilsdn,se afsrs s 1000 ml con agus destilads .
Nétedo s

Prepayecida de la onvwe egtfnders

Ia wns serie de tubos de ensayo,ss prepersn s pertir de ls
solucién de slbidmine sérices bovins,diluciones que comtergen
20,40,60,80 y100 4g ds proteins por ml .

En otros tubos,se mide 0.1 ml de la suestrs de satfgeno .

88 complets ¢l volumen 8 1.0 con agus Gestilsds .

Se sffaden 3.0 ml de 1» solucién I .

Se agits y »e dejs repossr 10 minutos » temperaturs smbiente .

A cada tub0 se le agrege 0.3 ml de resctivo de fencl de Polin—

Ciocaltean 1N .,

Se mescls y e dejs repossr dursnte 30 sinutos » temperaturs

smbiente .
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- Se hsce la lecturs de D.O. en el colorimetrc a SO0 nm de
longitud de onda .
1.6 Interpretaciédn 1
- Se grafice la D.0. contre 1le concentrecién de loe estandsres
usands parel milimdétrico .
- Por interpolscién de los walores de D.0. en lis curve patrdn ,se
obtiene s concentracién de protefnss del sntfgenc .
2. DTERKINACION DE CARBOHIDRATCOS ,NETODC DE LA ANTRONA .,
2.1 Fundemento 1
Ls sntrens en dcido sulffirico es un resctive genersl pars
cerdohidretos ,incluyendo monosacfridos,polisacéridos,glucéeidos
y dateres .
Do oass e is formeciva 4s dsrivsdzz del furfural nor dashidrs
tacidn e 1ss moléoulss ( M ).
2.2 Bquipo 1
Colorimetro
Balsnzs snelftics .
2.3 Naterisl 1
Tebos de ensayo 13 x 100 mm
Gredille
BsFfc de sgus » ebullicidm
Be#o de hiele
Pipetss do 0.1 m1 (1/100 )
Pipetss de 1 w1 ( 1/100 )
Probeta de 100 ml
Netrez aforado de 100 ml .
2.4 Resctivos 1@

- Solucién de antrons »1 0.2 % en £cide sulfdrico »1 9% % 3
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Se disuelven 0.2 g de antrons recristalisads en aproximsds
mente 50 al de écido sulfdrico al 95 % ,se afora 3100 ml
con #cido sulfirico al 95 % .El reaciivo se prepers al
momento de emplesrse .

Solucién petrén de glucoss con 100.vg /ml 3

Se disuslven 0.1 g de glucoss en aproximedemente 500 =l de

sgua destilada ,se afors & un litro ocom agus destileda .
Nétodo

Preparscidn de ls curvs esténder 1

En uns serie de tubos de ensayo que contengan 2.0 ml del
resotivo de entronse y msnteniendolos en hielo,ae agregs ol
volumen necessric de la solucién petrén de glncosa pers tener
concentrecién de 12.5 ,25 ,50 y 1007g/ a1 y se cemplets & 3.0 ml
con agus destileds .

4 etros tubos ocomtemiendo 2.0 3l de resttivo,tsmbdien manteniendeles
on hielo ,me¢ sgrege 0.1 ml de l» muestrs de los antfgenocs y se
ocomplieta a 3.0 al oon sgws destileds ,

En lom dos pssos snteriores ,esl resctivo y ls msuestre problems o
ol petrén ,deben quedsr em capes cuidadossments estratificedss .
3¢ haos wn blsnce osm 1.0 al de ague destilads y 2.0 ml del
resctive .

3¢ sgiten vigorossmemtes todos los tubos sin sscarios del befio de
hielo,pars homogenissr perfectsments .

Se colocan les tubop e YWFe de sgus s ebullicidn dursnte 16
minutos sxsctos .

Se pasep s un LYoo de sgua fris .

Se bace 1» lscturs de 1» D.0. en &)l colorfmetro » 625 na de
longitud de onds .




2.6

Interpretacidn ¢

Los wvelores de D.0. de los tubes de la curva esténdar se
grafican contra la concentrecién sobre papel milimétrice
por interpoiscidn de lom valores ds D.C. o la curvs patrén

se obtiene la concentracién de carbohidratos del antfpgeno .
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APENDICE 11X
NETODOS TNMUNOQUINICOS
1. Doble Difusidén . Técnica de CUCHTERLONY .
1.1 Pundamentc .

La doble difusién en el ,consicte bhdsicamente en colocer una cepes
de gel fundido sobre uns placs de vidric ¢ pléstico ,se deja solidificer
y se presotiocesr horsdsoicnes en las gue posteriormente se deposits el
entfgeno y el anticusrpo s estudisr .

A medids que ol sntfgeno y snticuerpo difunden ,y siempre que las
concentreciones sesn equivalentes ,se producirf uns bands de precipita
©16n en el egsr entre lass dos cevidades ,comenssndo an el panto em que
ol antfgenc y el snticuerpe esten en propercién equivalente .

Ls velocided de difusién de loe resctivos es directamente propor
cional » sn concentracién ¢ inverssments proporcicnsl s su peso moie
culer (27, 28 ) .

1.2 Eqguipo t

Bombs de wvacfo

Cémsre himeds

Balanss anelftices .

1.3 Nsterisl 3

Horsdadores de 2.5 ma de difmetro ,
2pilapaz 42 0 = nor 1 mm ds difmetro interior .

Placae de vidrio de 30 x 25 om .

Eivel de gote .

Ratraces Erlenmeyer de 250 al .
Probets de 100 ml .

Pipetas de 10 ml (1/10 ).

Pripif con tele de sloxabre .
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Nechero .
Aplicadores de¢ msders .

Pisntills pars perforsciones .

Hisepos .

1.4 Resctivos 1

-~  Amortigusdor de vercnal p 8.6, r/2 = 0.05 1
Se disuslve sl contenido de un frssco de amortigusdor pE 8.6
r/2 = 0.1 (de fuente comerciel)} en un litre de szus destilads y
se diluye 112 con sgus destilade pars tener wns r/2 = 0.05

-  Agsross al 1,5%
Se disuslver 1.5 g de agsross en 50 ml de agus destilsda ocolcosndo
en un bafle de agus hirviente,ss sgregen 50 ml del amortigusdor de
vearonsl pH 8.6 y se sfisden 0.1 g de asids de modio .

- Ager purum 8l 0.5 % 1
Se disuslven 0.5 £ de sger purum em 100 ml de sgus destilade
coloosado ep un beFo de sgus hirvieate .

1.5 BRitedes 3

1.5.1 Preperecién de las pleces 3

Seliado de los partsobjetos s
Les portsebjetos perfectsmente limpics y dessagressdos ,se teraissa

con agsr purus sl 0.5 % fundido y se dejs solidificer a tempyreture

emdiente .

3e colocsn lom portsobjetos sellades ,sodre mza superficie
porfectsmente plans y mnivelada .

Ss sgregsn ) wl de ageross sl 1.5 £ fundids ¥ enfrisds » 80° C se
reparte wmiformeseute sobre ceds portsobjetos de mners gue queds
uns cape hmg‘nn_o.u dejs sclidificer perfectsmente el gel 48 agar

¥ »e colccen en refrigerscidn dursnte wnos aimutos .
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Se celoca ls laminilla sobre ls plantills y con el horsdsdor se
prectican los cortes circulares en forms ds rossts; uno central

¥y sais periféricos,con al escebocsdos se retirs el gel de ager

( tig. 1)

1.5.2 Inmunodifusidn 1

1.6

Con capilares diferentes,se colocsn el antigeno en el poxo centrsl
¥ los smeros an loe de 1s periferis,de msnera que se llenen cemple
tamente ,nin derrsasr su contenido .

Se colocsn las lsminilles en ofmarss hémedrs ¥ se dejen 3 tempersturs
sabdiente dursnte 24-48 horea .

Se h2ce 1s lecturs y se registren los resultsdos .,

Interpretscién 3

Se registrsn los resultsdos jéibtmjsndo las bendes de precipitacifa
oue spsrecen .3i es necesario ,les lssinilles pusden ser teFidas .
(ver pog. 64 ) .

La presencis de bendss de precipitscién entre ¢l satigeno y los
susros ,se considers como wns resccidn positive .ls susercis de
bendss de precipitacién entre el sutfigeno y los swsros ,me comsiders
como ums resccidn negetive .Cusndo dos sueros oolocedos sm poxos
sdyscentes resccionsn sate un antfgenc determinsde y produces 1i
pess de precipiteciéa que coiaciden y se funden completsaents ,

indics que smbos comperten los mismex saticusrpes

(liness de identided fig .2 (4) .

Cuando dos susros colocados en nosos sdyscentes rosocionsn sate

un snt{renc determinedo ,produciendo 1fness de rrecipitacién que
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2.

2.1

crugsn y coinciden parcialmerie ,indica gue ambtop presentan
tento snticuerpos compartides como no cempartidoe .

(identidad percisl } fig. 2 (B ) .

Cuande doe susros colocsdce en nopes adyacantse raaccicnan ante
un sntigenc determinado ,produciendo 1fneme de precipitscidn que

se entrecrussn ,indices que no contienen snticuerpos similares .

rig. 2 (€) .
(2;; (E;) (EE) 4 gc
. {Ae _{‘f\ l;:\
7 YN N

CONTRAINWUFOELECTROPORESIS (CIEP) .

Foandsmento 3

La CIEF o8 mas tdcnice inmunolégics cuslitstive y semicusntitative
de difusién sn gel,en ls gue se aprovechsn lss propiedrdes del smor
tigusdor,del gel,de 1s cerge eléctrica de las moléculas de Ag y dc ¥y
de un osmpe eléctrico .El ant{seno v 3l susrc Lipsrinmuns se oslocan
en pozxos hechos en &l gel ;dispuestos uno frente el otro,haciendolss
pessr wns ocorriente aléctrics jes decir mns inmunodifusién scelersds,
y8 gue ios sniigenos difunden hacia el dnodo y loe snticuerpos espe
cffices hecis el cftedo 3 laz vondiciones de pHi y fuerzs iopice
utilizedes ,de¢ tsl maners que cuesndo smbos se¢ encusntrsn,se produce
uns reaccifén entigenc-snticuerpe ,formfndose uns o veriss bandas de
inswncprecipitesdo dependiende del ndmero de sistemss sntigeno—enti
cusrpo presentes,qus apsrecen despufs de 45-00 minutos de hsberse
inicisdo el corrimientn eisctroforético .

Ls mizracifn de los anticuerpes hrcia 6l cftcde es favorecids por el

efecto electroendosmfiico (EE0 | .51 EEL se oroduce por ls existemcias
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2.2

2.3

de cargzes negstives eobre le superficie de agerosn, las curles
atraen jones de cargs contraris ,haciendo que la capa ds lfquide
gue se encuenira estrechementa en contacto con la superficie del
gel adguiers una oargs nets opuests .il somster este sictemr » un
csapo eléctrico ,se gensra uns fuerss eléctrics que actds sobre
este lfquido cergedo positivaments (E}O+ ) .8l cual migre hacia
sl cftodo srrestrsnde » los anticuerpos cuys carges nets es muy Ppo
bre ,logrendo asf su migrscidn hscis el sntfzeno .El antigeno dede
tener predeminic de carges negetiva pars logrsr que migre hacis el
poloe {+ ) . Bl EED se puede sumertsr ,si me utilizsr smortigusdores
de distints ooncentracidn iénice,siendc menor en el gel de sgerose
(0.01 ) en comperscién con ei de 1s cémsras de¢ slectroforesis (0.05)
(19,20) .

Equipo 3

Cémare de eloctrcforesis .

Fosunte {da» poder .

Bombs de wecfo .

Céaars hiémeds .,

Balsnse spplftics .

Raterisl 1

Fortaobjetos .

Hersdadores de 2.5 ma de didmetro .

Capilsres de¢ 9.0 mm por 1.0 mm de difmetro interior .

Plsces de vidrio comun de 3025 om .

Probets de 100 ml .

Pipetss de 10 m1 {1/10 )

Papel Whatmsn ¥o .1

Tripié con tels de alsmbre .
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2.4

2.5

Nechero .

Reactivos

Amortigusdor pers la cémars de electroforesis pHS8.6 r/2 =0.05

Se disuelve el contenide de un fresco de smortigusdor de vercnsl
—scetsto pers electroforesis pi 8.6 ,r/2 =0,01 {ds fuente comercisl)
on un litro de agus destilads ,sme aiiuye 112 con agus destilads pers
tezer wns r/2 = 0.05 .

Awortigusdor pers ls preoparscidn del gel de sgercoss !

A pertir del smortigusdor de pE 8.6 ,r/2 »0.05 se prepsra sl smor
tiguador pars el gsl,diluyendolo en ls proporoién de 115 com agus
destilads ,pers tener mne fuerss idémica de 0,01 .,

Agarona 3l 1.5 413

Se meszclan 1.5 g do sgrross y 100 ul de smortigusdor de pH B.6

r/2 = 0.01 ,se calienta hasta ebullicidn en de¥oc de sgus ,de msners
qua 1a sclucida estd completsmente clars .

Ager purum sl 0.5 %

Se disuslven 0.5 g 40 ager purce en 100 ml de asus dewtilsds en wn

clere .

Néteodo 3

2.5.1 Preparscién de las pleces ¢

Selledo de los portsobjetos 1

Los porteobjetos perfectsments limpios y desengrsssdos ,se barnissn
oon sl sger purua sl 0.5 £ fundide,dejsndolo solidificsr » tem
peraturs smbdiente .,

Se colocan los pertsol jetos cellsdos ,sobre uns superficie perfects

mente plons y nivelads .

El gel 3¢ sgarosr fundido ss dejs» enfrisr » sproximsdsmente 800 c

wn
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y mediante uns pipets precslentsds ,se colocan 3.0 ml en cads
portsobjetos ,repertiendols uniformesments ,de manera que quede
uns caps homogénes,ss dejs solidificar perfectamente el gel de
sger y se colocan en refrigerscién dursnte unos minutos .

Se perfors sl gel con un horedsdor consctsdo & un sistems de wacio

wtilizsende una plentills especisl ,qusdande como se muestre en la

fig: 3 4 p a3 a3

c © 6 0 v b A1Sitios de aplicacién pars

BuSros .

BeSitios de splicacién pers

L4 [ o < c @&

| ios antfgenos .
Hg . 3

25,2 Aplicacién de los sntigenos y de los suares .

Com carilarss difersntes.se colocen los sueros s estudisr en ocads
wo de los posos que ocorresponden » las filss 4 y los antfgenos en
en los pozsos de las filaa B fig . 3 .

8¢ coloosm las places en lss cémsres de ¢lectroforesis ,de tal ms
ners que les posos conteniendo los sntigenos quedem en ol lado del
cftodo y los suerce en sl del dmodo .

Lex condiciones del ocorrimiento slectroforético esoms

8) Smortigusdor pars ls cfmers de slectroforssis pi B.6 ,r/2=0.0%
b) Voltaje 130-160 ¥V .

o) Potencisl 4 -5 V/om .

El contacto entre el smortigusdor de la césers de slectroforesis y
1a placs del gel de sgar se establece medisnte tirss de papel
filtro Whetmen ¥o . 1 .,

Se dejs cerrer durente 45 - 90 minutes .

2.6 Interpretscién s
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3.

3.1

3.2

Se registran el nimero y cerscter{sticas de lam bandas de praci
pitacién que aparecer nrare los diferentes ant{gencs.

L» presencia de bandss de precipitacidn entre los antfzenos y los
susros .se considers come reaccidn positive .La asusencis de bandss
de procipitscidén entre loe snt{gencs y los susrcos ,se considers
negetive .

84 es necessrio ,lss lsminillas pueden smer teFides con cuslguiers
de los colorantes psrs proteinse ( ver pog H$4 ) .
INMUNOELECTROPORESIS (IEF) .

Pundamento

En esta tdonice me combinam dos de lss propiedades afs importsntes
de los sntigence y smticuerpos jau cspecidnd de movilisscifn en wm
csmapo eléotrico (electroforesis )} y su capscidsd de precipitsr en
un gel al resccionar con su antfgeno o snticuerpo expec{fico.Bl -
nétodo consiste en dos pesos 3

primerc las protefnes del sntfgenc se seperen por electroforesis y
subsecusntements z¢ losm hece resccionsr com su correspondiente -~
saticusrpo,con le que results 1ls formscién de 1fness de precipita
oidn individusles en el sitio de resccién sntfgene-snticuerpo .

En 1s IZP,se seperen sdecusdsmente los diforentes compenentes de
uwns sustsncis sntigénics ; 1» migrecidn de los entfgencs y sati
Swsipos st influfds por le carge ,temafo ¥ forms de la moléculs,
as{ como por su concemtrecién ,fuersa iénica y pE del smortigusdor
empleado jtemabien intervienen,ls tempersturs,ls viscosidsd del
medis y 1» intensidsd del cempo eléctrico ( 19,20 ) .

Equipo 3

Cémnrr> de electroforesis .

Fuente de poder .

Balanss snslftice .
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Potencidmetro
Bomba de wacio.
Cémars hdmeds .
3.3 HNsteriel 3
Portaobjetos .
Horsdsdor de 2.5 mm de didmetro .
Cortsdor rectenguler de 55 x 2 sm .
Papel Vhatman Fo .1
Plscers de vidrio comdin de 30 x 25 om .
Nivel de gote .
Copilerens de 9 x 1 mm de difmetro interior .
dplicsdores de mpders .
Hisopos .
Nechero .
Pripié con tels de slsmbre .
Bafio de agwe .
Ratrsoes Erlemmeyer de 250 ml .
Probets gredunds de 100 ml .
Pipstas de 10 ml (1/10 ) .
Plastilins .
Becsbocadoes .
3.4 Resctivos 3
=  Agortigusdor pars electroforesis pi 8.6 ,r/2 =0.05 3
3¢ diswelve 8l contenido de un fressco de smortiguador de weremal-
acetsto pere electroforesis pH 8.6 ,r/2 «0.1 (de fwente comercisl),
oo m litro de sgue destilade ,0e diluye 112 con sgus destilsds
pers temer un r/2 = 0.05 .

- sgpross 31 1.5 % .
Se disuelver 1.5 g de sgrross e 10D ml de smortigusdor de pH 8.6
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r/2 = 0.05 ,se celients hssts sbullicién en be¥c de sgus ,de
maners gue ls solucién estd completaments clars .

Agsr purum al 0.5 % ¢

Se disuelven 0.5 g de sger purum en 100 nl de agus destileds an
un beRo de sgus » ebullicidén ,hsets que le solucién esté comple
temonte clars .

Solucién acuoss de ssul de bromofenol sl 0.05% s

Se disuslven 0.05 g de ssul de brosofencl en 100 wl de sgus des
tileds .

30 5 Rétodo 1

3.5.1 Preperacifn de las plecas §

Sallsdo de los portsodbjetcs ¢

Los portsobjetos perfectesmente limpios y desengressdes ,s¢ bernissma
madisnte un hisopo con sger purom fundido y se deje solidifioar

& tempersturs sadiente .,

B¢ colocan los portsocbjetos sellados sobre uns superficie plams y
nivelads .

El gel de sgeross sl 1.5 £ fundido me deje enfrisr sproximedsseate
e 80° ¢ ¥y medisnte ums pipeta precalentasds ,se colocsn 3 ml em cads
portacb jetos ,repertisndols miformesents ,d¢ maners gque gueden em
uxs csps hemogénes ,se deis solidificsr perfsctssents el gel de sger
Yy 8 coloosn e refrigerscifém dursnte unos sinutos .

Se colocen lss laminilles sobre 1ls plantills especial ,com el
kersdader .se precticsr loe cortes circulares y con el cortsdor

rectanguler se haoen los cortes de los cansles como es indics en

1s fig. 4 . Pg . 4

o
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Al hacer los cortcs con el sacabocedns ,se relire dnicemzntis sl

el de sgar de loa dos cortes circuleres .

3.5.2 Corrimiento electroforetico t

Se aoolocsn loe sntfpenoe en estudic en los posos centreles y una

gots de sszul de dromofenol en un pozo lateral ,

Sellenan con smortigusdor pars electroforesis los compartimisentoe

de 1ls cédaars .

Se deposite la laminills en la cémers de elsctroforesis ,colocsando
sdecusdamente los puentez de pepel filtro Whastasn Ne 1 .

Se tspe 1a cdmare de electrofcresie ,se conecta ls fusnte de poder
y ss deja correr dursnte 90 a 120 minutos de 135=i(0 V Bl csrrmi
miento pwede suspenderse ousndo la manchs del colorsate ha llegedo

al atre ertremo .

3.5.) Inawnoditusién (precipitacién con antiouerpos ) ¢

3.6

Se retira ls place de ls cémare de electrofcresis y s coloce

en wns ofmsrs do himeded .

Se guits el ager del canmsl .

Nediante capilares,ss deposits sl sueroc hipsrinsune corresjundiante
repertidndelo uniformemente por todo el casnsl .

e deje difumdir de 24 » 48 Lorss pere qus se lleve acabo la inmumo
precipitecién .

Interpretscidn 3

Se registrsn los resultsdos ,observendo lss lsminillas con lus in
directs pars sprecisr mejor los srcos Ge precipitacils (88 o2 me
cesario ,se puede teflir com cuslguier colorante parz protefnss
(ver pog. 64 ) .

Se determins el ndmern de componentes satigénicos,que estén repre
sentendos vor cede uns de laes bandes de inmunoprecipitsdo que se
observer .
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4. TECNICA DE CCLCRACICY
4.1 Pundamentio !
S5e bama en le ceprcidad que tienen las protefnss para cepter colo
rsntes como son el rojo de tiszines ,¢l negro de smide,el rojo de
Poncesu ¥y el asul brillante de coomsesie (24 ) .
4.2 Bouipo 1
Agitador de Boberner .,
Balsnse snslftics .
4.3 MNaterisl 1
Probets de 100 ml .
Cajas de coplin .
Papel filtre 42 pore grusas |
Estres volumétrico de wm litro .
Hstreces Erlenmeye: de un litre .
4.4 Resctivos 3
=  Citreto trisédice sl S €1
Se disuslven 50 g de citrsto de sodio on un litro de sgus destilads .
-  Selucién de S¥renmen pB 7.2 .
Solucién 4 3 Posfato de sodic dibdsice 0,15 mol/litro 3
Ss disuelven 21.3 g de ln=_|,Eﬂ'.)4 o aproxiss
dsmente 500 ml de agus destilsda en un mstiras
volumdtrico y se afors » uwn litro .
Soluoién B 1 Posfsto de potssio momobésico 0.15 mel/litros
Se disvelven 20.4 g de m.‘,ro‘ en sproxima
demente 500 ml de sgus destilsds en un matres

volumétrico y se sofors » un litro .

Solucién sslins isotdnica {0.85% ) s

Se disuelven 8,5 g de NsCl en sproximedsmente

500 ml de srus destilesds em un matrar volund

irico y o sfora » un litroe .
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Se mexclan pertes iguslem de lepa moluciones A y B y e hace
une diilucién 1320 con solucién salins imoténics (0.8% 4 ).

=  Solucién de fcido scético al 1 %,

- Colorantes que se pusdea usar pers la tincida s
RBojo de tissine sl 0.3 % an £oido soético al 1 % .
Negro de amido 10 P sl 0.2 € en #cide scético a1 1 % .
Rojo de Ponossu sl 0,2 £ en écido acétioo al 1 % .

= Glicerol al 1.5 % en foido acético sl 1 %,

4.5 MNétodo s

4.5.1 Eliminacién de precipitados inespecificos y de lss rrotefnas
que ah ressccionan .

=  3e sumergen lss plsces e oitrste trisddico al 5 £ durente 20
aizutos .

- 8¢ lavan lss leminilles com sgue destilsds y ne cudrea com tires
de pspel filtro humedecidss ,evitsndo que queden Lurtmjss .

S Asis sespr 3 tomparstoes gmbissmts da 34 o AR kavas |

Se quils ¢l papsl filtro y se smergmm las laminilles em ls
solucién de 88rensen ,y ss colocsa em ol sgitsdor de Boherner
T 34 Lorss Lsclsndo varios csmbdics de la solwoidm .

- Se lave cou sgws destilsds durente 10 miaxtos .

4.5.2 Decolorecida .

- Se escurre el colorsnte y se sumergen lss lamiaillas en soluciba
de dcide softico sl 1 % dursnte 30 5 40 mimwtos ,haciemde varios
oambios ,haste que ol gel de ager quade incoloro y selsmante las
bandss @9 precipitecién tefiidas .

4.5.3 Mjscida

- Se sumergen lss leminillss en glicerol al 1.5 € em £cido acétice
8l 1 £ éursnto 15 minutos v se dejs secar s tempersturs smbiezte

Scurqﬁmmrhlplmom-ﬂottnp +90 pusden
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Se
5.1

5.2

seller con uns caps de barni irsmsparsnte despudes de gque fatac
han secardo perfectsmente .

HERAGLUTINACION INDIRECTA (HI) .MICROTECKICA .

Pundsmento $

Ls hemsglutinacién indirects o pasive (Hl),es una téonice pers

12 identificscién de ant{genos y la semicusntificeoidn de antj
cuerpos ,sn la que los glébulos rojos de csrmerc ¢ husane tipe
"0" .me utilizen come soperte pers fijar @ su superficie casi
todes los polisscéridos y clertas prote{nss antigénices,ouslided
qus se inorsments cuando los eritrocitos son tratsdcs con sustan
cise tsles como o) oide ténice wediente mnidn por straccién elec
irostdtics , o bien por waién covalente del satfgeno protefaieo ,
usando por ojemplo glutarsldedide y precenténdose la aglutimacién
ousndo se psmem e contscte oom inmwneglobulinas especifices .
Pers semiouentificer les immunoglobulinss contenidss en una musetrs
@e hacen resccismsr diluciones serisdss del suerc com cantidedes
congtsntes de uns suapensidn de eritrocites sensibilisados con
un sntfgeno especffico ,lz dilvcién més olts dsl suero gque deter
mine wne sglvtinscién clars,se considers como punte finsl de 1la
resocifn y prosents el tftulo de smticuerpos .

Como slpxmos suoros humsmos contiesem snticuerpes heterdfilos
capeces de sglutinsr sritrocitos de carmero,se debs incluir wn
control de los mismos eritrocitos temizsdes sin eemsibilissr .
31 existe sglutinscidén ,1ls prusbs s& repite con sl SUro Pre
vismente sdsorbido con eritrocites de cernero tmmizades (24,32)
Equipo s

Centrifuge clinice .

Befio de agns reguledo a 56°¢ .

Balle de sgus regulsdo s 37° C .
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Adgitador de Soherner .

5.3 MNaterisl s
Nicropipetas de 0.05 y 3.02% ml .
Bilutores de 0.05 =1 .
Plscss de microtitulacidn fondo en " U ™ .
Tabos de centrifuge cénices de 15 al grsdusdos .
Pipetss de 0.2 y 0.1 m1 { 1/100 ) .
Pipatss de 5 y 10 ml .
Pipetss ospileres con bulde ,
V¥ason de precipitados de 50,100 y 200 ml .
Natreces Erlemmeyer de 50 y 125 nl .
Credills .

5«4 Resctivos 3

- Solucién anticoagulsnte de citrsto de sodio al 3.8 % s
Ss prepers uns solucién de citrstc de sodio sl 1.8 £ disclviendo
3.8 g de citrato de sodic en 100 =l de agus destilsds .
Se esteriliss em suteclave & 121 °C y 15 libres de presién ,
durente 15 minutos y se conserve en refrigerscién .

=  Solwcién concentreds de fosfsto de sodio dibdaico 0.15 mol/litro 3
Se disuelver 21.3 g de I-ZEPO‘ on sproximsdsasnte 500 ml de sgus
destilads en m metres volumfirico y sforar s un litro .

=  Solucién conceatrads de fonfrtc de potasio monobvésico 0.15 mol/litro.
Se disuelven 20.4 g de KBQPO‘ o aproximadssente 500 ml de agus
destilads en wn matrer wvolw=dfirico y aforsr » wn litro .

-~  Solucién de cloruro de sodio 0,15 mel/litro .
Se disuelven 8.8 g de ¥aCl en srroximadamente S00 ml de szus des
tilads en wn mstrsz volumétrico de un litro y se sfors .

- Selucién saslins amortiguade con fosfstos (SSAF),pH 7.2

r/2  0.015
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Se mesclsn las miguientes scoluciones .
Bol.de NeCL 0.1%5 mol/litro 100,0 ml

Sol.de l.eﬂm‘ 0.15 mol/litro 24,0 ml

Sol.de KE_PO, 0.1 mol/litro  76.0 ml

- Solucién sslins smortigusds con fosfatos (SSAP),pH 6.4 .
/2 = 0.15
Se mesclan las siguientes soluciones ¢

S01. de NaClL 0.15 mol/litro 100.0 ml

Sel, de Na HPO, 0.15 ®0l/litro 32.3 ml
Sel. de XH PO,  0.15 mol/litro 67.7 m1

Se ajuste el pE de los amortigusdores .

- 8elucidn de fcide ténico 1120,000 o
Se pessa 0.1 g de #cido ténico y se disuelvern an 100 ml de 334P
pH 7.2 (dilucién 151 000 ) .

Pars prepsrer la dilucién 1820,000 ,se tomen 2 ml de ls soluoidn
suterior y se agregan S ml de 35AF pE 7.2 .

-  BSAP pH 7.2 sdicionsds del 1 £ de suerc normsl de ocmejo .

5.5 Nétodo 3

5.5.1 Tenissdo ds los globulos rojes 3

- Los glébulos rojos ,se swspenden en oitrete de sodio 3.8 % ,y oe
lsven tres veces oon 33AF tH 7.2 ,centrifugsado s 2 000 rpm
dursate 5 minutos .

- Se mide ol paquete celuler y se hace wns suspencién al 2,5 %
sgregendo 4 ml de SSAP pE 7.2 ,por cada 0.1 ml ée paguete de
gidouios rejos .

- En wn tubo de ensaye se tomsn 4 ml de ls suspeagién de eritro
citos sl 2.5 % (proourrndo gue l» suspensién esté homoglues ) .

- Se sgrege wn volwmen igusl de #cide ténico 1320 000 ,

~  Se imcubs 1s mescls en befio d¢ sgus 8 37°C dursate 15 mimmtos.
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Se centrifugs s 2 032 rpm durante S minutos ,56 retira el sebdbre
nsdsnte con una pipete capilar ,se resuspende en SSAF pH T.2 y
se vuolve s ceatrifugsr durante 5 minutoe .

Se retira sl sobrensdsnte y se resuspende sl paquete de glébulos
rojos en 4 wl de SSAF pH 6.4 ,pera tener nuevsmente ls suapen

sién sl 2.5% .

5.5.2 Semeidilizscién de los eritrocitos conm sntfgenc 3

Los glébules rojos tanizsdos se sensidilisen sgregendo un volumen
igusl de la dilucién dSptims de sntfgenc en SSAP pH 6.4 (tomer -
2 ml de ls suspensién de célulss tsnissdes al 2.5 £ y agreger

2 »l de ls 8iluoién éptims de asntfgeno ) .

Se gusrdsa los otros 2 ml de célulss tanisedas .

Se {ncubs s mescls em beFo de sgus s 37°C dursste 15 ainutes .
Se retirsz lss c¢flulse del betro de sgus y se centrifugan dursnte
S5 minutos 2 2 000 rmm .

Se decants el sobrenadsnte y se¢ lesven lss oflulss dos veces por
centrifugscién s 2 00U rym por 5 minutos com 3SAP pH T.2 #dj
clicnads ds susro normsl de conejo .

Se¢ sjusts ol pequate de oflules sl 1.5 §,resuspendiendo en 3.3 ml
de 83AF pH 7.2 sdicionsds de suero norssl de conejo .

Los 2 m]l de eritrocitos tsnizsdos sin seasidilisecién ,se ajustsm
s wBs comcentrscién de 1.5 % en SSAP pH 7.2 sdicionsds de suere
normsl de consjo (centrifuger ,retirsr el sobrensdsnte y sgreger

3.3 ml de SSAP H 7.2 sdicionsds de susro normsl de conejo ).

5«5.3 Pormelinizecién de los glébulos rojos .

Cusnde se requiere prepersr msyorce cantidades de eritrocitos sem
sibilissrdos pars uso frecuente ,es posivle preservarios y estadj
lizarlos heste por seis meses,si se trsten con forsslins (fortg_

linisscién },por slgune de lss técnices que se han descrito (32)
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uno de estom métodos es ol que s continuacién se descride 3

A los glébulos rojos sensidilissdor y sin seneibilizacién

se los sdicions lentsmente ,potm a gota .1 ml de formalina

sl 40 % por csda 10 ml de suspensidn (» cads unc de los -
tubos se les sgregs 0.2 ml de formalina al 40 % ) .

Se dejs repossr 18 horss a 4° C .

Se pgregsn otros 0.2 ml de formalins sl 40 % a csds wno de

los tubor .

Cusnde les célulss hen sedimentsdo (despuds de 2 & 3 &fss ),

se retirs con S3AF pE 7.2 sdicionsds de suere normssl de conejo .
Se sgitan nusvsmente les cflulss y se sfade wns gots {0.05 m1 )

de formslims al 40 % .

£ £ 4 Badocmdnonidn da 1a nnnesntranidn Sotime del antizeso

SE R S VWA ae—— e -

Se preparen 4 diluciones del sntigenc en SSAP pH 6.4 ,por
ejemplo 1120 ,1580 ,1180 ¥y 131160 .

Bs sensibilisen los glfmlca rojos con cads dilucién de mmtfgemo
como ss indicé snteriorseate .

Se¢ prusbs con un suere positivo y otro negetive ,ceds uns de lese
suspansiones de eritricitos ssmesidilissdos ocen lss diferemtes
dilwciones del .-utfmo Lo nfs bej: 2ilucifn del entfgeno que
proporcions el tftulo mes elevedo com el suerc hiperinmane y no

resccione conel susre negative ,se considersré el éptime .

5,5.5 Desarrolile de l» pruede 1

Se imsctiven los sueros probleas » 56°c durents 30 winutos 0 s
63" ¢ , 3 minutos .

En todas lss excevsciones de ls plecs de microtitulscién se
sgregs con uns micropipete 0.025 ml de SSAP pl 7.2 sdicioneds de
suero normel de conejn .

Se carge el aicrodilutor con 5.025 sl de suero problems v se

coloce en el primer poso ,se mezcls perfectsmente y s¢ trens
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fisren 0,025 ml sl pomo siguiente ,repitiendo este procesec
hasts la dltims excavaoién de 1s hilera de donde se desocsr
tan 0,025 ml .

4 ceda dilucién del suere ,se sdiciens con ume micropipets
0,025 m} de 1s suspensién de glébulos rejos sl 1.5 Saensi-
bilisados .

Ss oolocs ls place em sgitedidn durente 1 a ) mimutos .

Se dejs repesar 1ls plsca a temperstiurs sabiente durente 2 2 }
hores .

Se haoe 1 lescturs .

5.5.5 Controles requsridoa 1

546

Contrel del diluyeate ¢

Se depositan 0.025 ml de SSAT sdicionsds del 1 % ds cmere nermel
de oonojo en wns hilers de posos y se agregs 0.025 ml de 1o
suapensibn de oflules sensidilisedas sl 1.5 % Ik estes

pesos ne deberd obaervarse rglutinacifa .

Control de sueros

Se prusbten 1lss mismss diluciones del swero problese oom eri
irocitos sin semsibiliser pers ver 1s preseccis de saticuerpos
heteréfilo .

Se hecen las mimmes diluciones del muere control positive y se
sgregam 0.025 ml de sritrecitos semsibilisados a cadse wma de las
axcavaciones .

8o resliss ls misms coperscifn con um suere negstive censoide .
Interpretacién

La dilucién wis slte de suero qus suestre uns hemsglutinsoida

clars,se censiders come el punto final de ls resccidn y repre

sents ol tftulo de anticaerpos .
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Se debes obtener en cada pruebs un valor sproximsde al titulo
del suero control positivo y no debe haber resccidn en ningmmo
de los posom conm el muero control negstive .

Lag diluciones del suere probless no deben presentar resccidn
de aglutinecidén con los eritrocitos asin sensibiliser .

Si existe sglutinecién ,ls pruebs se repite con sl suere

prevismsnte sdsorbide con eritrocitcs de carnere sin sensibiliser .
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