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INTRODUCCIOY 

Asear» leabrisolies se ua pardeito de grao importaasie en la 

Repdhlioa Maxicsam eteato desde el plato de viste addice pomo ecend 

ffice.De ~arde a les dltimos datos reportados ( 1 ) o. ~prelado 

Une aproximadamente el 26 de los mexicamoe padeces escariaste; de 

este porceataje los casos ad* importantes goa aquellos coa versal 

losis mei" y ea comeemeasie coa siatmeatologfe característica,-

ya que ea ocesioses repremastea problemas de diegadatioe es las - 

diferestes etapas do Merecida y localissoide del ~sito ,por lo 

que es ~carie water osa métodos de dieguistioo adecuado* pera 

pesar de asaifiesto la proseaste de mute aeadtede ea les tejidos -

dei bedeped (1,2,3 ) 

le la actualidad y /recia* el empleo de adtoecs inmune/4i~ 

difereasiscidá texpeadMos sebosos que dasorikluabriooldse  regghe  

scuaideredo basta hace poco omme pardeito exclusivo del carde, -

bisbisa se encuentra ea el hombre ,produciendo las Mases altene 

jgiessg goa jitede lembriocidea leatricoidee, per lo cual el estudie 

lmaameldgioe y ea empeciel de diegadstioo IreprImeate un alampo - 

iateressate (2,7 ) • 

Se ha lafórmade que esta peresitesis es pais fraseaste sa los 

~os qua as les sdaltes,este es ecossiemsdo ramilareatainiate por 

les bdbites da juego a 'Wel del ousloosi *amo per les habite higie 

alom defielestes ,se ha desglosado el ~cesta» per edades "dm 
Iriess , 	muta parssitesie es loa preescolares osa ea - 

porcentsja de 42.7  oredmeldiadase ea les escalares al 41 per civeto 

y ~Main ea les ~atm al 19 por ~ato ( 4 ) 

AM pass sabemos que la aseariseis ocege so lagar importaate 

como prebleme de solad palios eia 410b commedtestemeate al malestar 

físico „determina emegacida asmadmica sa el remada médico asistes 

elohisespewilad «Mes ose reperoaaida ea las ~tes — 
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educacional y laborsl,ecentuocién de le desnutrición y cause eventual 

de cuadros auboolusioos u oclusivos intestinales o de perforación de 

estos órganos (3,4,5,10 ) . 

AMTECIDEOTES E15?ORICOS . 

En 1960 ?arte L.P. ( 7 ) desarrolló una técnica pare oomprober 

la actividad de los antígenos de larvas de tercer estadio de escarie 

lumbricoidee Dm "la vitro" .ta su. investigaciones logró obtener - 

primeramente las larvae por infestacidn coa huevos y posteriormente 

por el imitado de Merman les aisló obteniendo precipitados ,tanto - 

cuticulsr ,come de excreciones anales, posteriormente inoculé los - 

artrectie ea cobayo. y enconfr6 que se producto UM cierto grado de 

immesided • la enterseded . 

Guerrero y Silverman ea 1969 inreetigeron le actividad inmunolo 

Alce en el retén de los entigenos somhicos y metabólicos derivados 

del segundo y tercer eatedio de larvas de isoeris Ansbricoides @num . 

Loe resaltados demostraron que esos vaticino* metsbólioes ~dentados 

de lee larvae del tercer estadio de **oasis  lembricoidee 	in - 

Vitro eran °opacos de inducir rizigticacie a la infección ( e ) 

Za 1969 inag,E.J. y colaberedoree ( 9 ) realizaron pruebas de 

hamaglutineción pero detectar le antigenicidad de algunas freociones 

de dacarialimbriooldel .Ia estas pruebas determinaron la capacidad 

que Uniera ciertas fracciones antigenices pirre inhibir la actividad 

de un amero blperinamne ea la prueba de hemaglutineción .Obtuvieren 

loe antígenos por tres mdtodos diferentes ,partiendo de larvas de 

tercer estadio ; uno extraído pon etanol,otro por digestion con - 

pepsina y el otro por precipitación con sulfato de bolonio . 

Eía 1971 Adrionaa,R.Itoopeon (11) aisló un antígeno (hesoproteina) 

del fluido del cuerpo de Asearle  1uebricoidet anua ,pnrificandolo por 

filtrecidn en gel y cromatogrefia de intercembio Jónico .Rete antí 

seso combin^do con muero inmune catee degrenulscién de eosinofflos 'in vitro' 
2 



Un hecho notable en lea infecciones por Maniato, es le frecuencia 

con oue ee presenten anticuerpos enefilícticoe (Igl) contra los pon:sita' 

Las infesteciones con !acorte lumbricoidel en loe nifloo se asocie 

con ataques de urticaria,erupcién .sculopspuler y otros manifestaciones 

alérgicas ; y se he encontrado otee los hipos infestados con estos guasees 

tienen un nivel de inaunoglobulinas Iga mée alto en su enero que loa aiWas 

qua no estés infestados con ellos oge comun en todas les infestemiones 

por hslmintos ,enoontrer sosinofilie en le sangre periférics.in salgamos 

ocasiones ,ls migración de lea larvae de los helmintos a trov4e de los 

pulmones se asocie con neumonfe cue pueda ser fetal Je viste de le es! 

cibal" de los leucocitos scaindfilos con le liberscién de histamina y el 

conocimiento de que los anticuerpos 14 son causo potente de liberad& 

de hietemineoe posible que este padecimiento mea el resultado de mis res 

(belén enefiléctice crónica ea los palmees ( 35 ) 

Lea propiedades biológicas del extracto crudo del Asearle sea de 

rivedan del fluido enlabioa o de todo el cuerpo del perésito . la obvio 

que el extracto credo sea izo mezcle muy heterogense y complejo de campo 

neatem con un espectro muy amplio de propiedades fisicoqufalcoe .Esto es 

demostrado en conejos inmunizedoa con extracto crudo en edyuvente complete 

de Preunel,y sangrando a los conejos posteriormente por, obtener muero 

hiperimmune ,el cual al ponerte en contacto con el antígeno CID made 

inmunoelectroforeeis se noté cae ocupaba todo el espectro de movilidad 

electroforetica -Con esto se demneetrp la presencie de una grao cantidad 

de componentes amtigénicoa . 	 111 

Los componentes proteínicon del extracto crudo do laceria fud 
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precipitado con sulfato de *nonio al 50 % de tuiturvción .Dichos 

componentes fueron globulinas y albuainas ,asi como une tercero 

porcidn constituida por un filtrado libra de protefnes . 

Al llevarme acabo pruebe., de sensibilidad con dichas sube 

tencias ,ee noté que le globulina no presenté reoccién ,pero en cambio 

la albémina y el filtrado libre de proteine conjuntamente si produ 

oen ~out& . 

Sprent (1950) durante sus pruebes pera obtener alergenos , 

utilisendo una gran cantidad de preparados de Asearla lumbriooídes  

en forme de extracto crudo logré inducir shock enafilíctico . 

Ambler st al (1972) obtuvo un alergeto con un peso molecular 

de 20,000 al preparar una mezcla de Y3-52 fracciones (del extracto) 

que fueron concentradas y aplicadas en una columna de sefwlex G-75 • 

Despose de aislar y purificar el extracto de escarie coa gel 

poliscrilemida,electroforesie,inmunoelectroforesis ,asi oemo en val 

tracentrifugm,ae demostré que dicho extracto contente 8.5 % de 

ezmoores reductores, los cueles fueron determinados por el método 

de orcinol y catalogados como glucoprotainea cargadas negativamente . 

El peso molecular del componente antigénico fui calculado en una co 

luan» de sefedex 0-100 

Hussein et el (1972 ) al reeFizar le purificación de un aler 

Geno da un extracto crudo de Ascarle lumbricoider suca encontré un 

grupo alergénico formado per proteinre y csrbohidratcr con un pese 

molecular entre 10,000 y 50,000 y con la ceractertatice de presentar 

carea netetive en uz canino electroforético ,esimirmo re comprobó 

que dita fracción era la mejor pare inducir la foralicién de anticuerpos 
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1 '  

De acuerdo el peso solsculer que se determino se concluye que 

el elergeno de áscari, esté formado por dos subunidadee de pesos 

moleonleres sintiera* ,unidos por enlaces no ~lentes 0 Otro - 

situación alternativo puede ser aquella en que el .larden puede 

estar formado por una simple anbunided cuyo peso molecular es de 

8,400 y de una serie de ceden.* cortas de peptidos ,loe cuele* 

bajo le influencie del sistema de electroforesis se disocie y migre 

en el del. 

Sprague-Dewley inmunizaron ratas con el alergeno de Asearle 0 

y D perfume:a y detectaron posteriormente en el suero anticuerpo* 

con un titulo de lt5 a 11240 ele cusl dependia de le cantidad del 

alergeno inyectado ,pero uno peque% cantidad de 10.4"g del alargan* 

fué &andante pare provocar une bnene respuesta . 

111 *Urgen* Moled* por hablar et el del extracto crudo de 

Amaría fué purificado en una combinad& de filtrad& en eephadax 

y cromatogrefia de intercambio iénico . 

Al cooperar las propiedades fisicoquhices de dos alergamos 

extraídos del extracto Irrutu, 4, hee-erls y purificados por diferen 

tes técnicas ,se pudo comprobar que tenian una gran similitud ya 

que se les ~centro un punto isoelactrico de 5.0 - 5.2 y ma ceafi 

ciento de asdipentaclén de 1.855 . 

Bredbery et el (1974 ) determinaron que la administrad& oral 

de 25,000 huevos sebrionados de Ascaris luibricoides sumo dan - 

como resultado la apericién de anticuerpos en el suero de ratee - 

desnuca de haber 16-20 dfse de la adainistrecidn ,con un titulo é* 

anticuerpo': de 114000 .(35) 
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foehiye Seto en 1975 deserrolló une toknice de anticuerpos in 

munoedsorbentee ,principeisente con le idee de poder sisler y puri 

ficar elgunoe antigence específicos con alto poder de antigenicided 

el sieso tiempo tuna ves ye obtenidos dichos antígenos fueron inoou 

lados e conejos y cuyos, lo cual lee persitio detectar posteriormente 

le infección por hemeglutinación indirecta (12,29,)0 ) . 

Eipsin y col. en 1975 (13) resalieron pruebes pere demostrar le 

presencia as ciertas sustancies entigdnicea en in exudado de lervee 

juveniles de Asteria lumbriceidee maE ,e1 cual fui aplicado a 

retomes por vi* introperitoneal,notandome en algunos casos la presea 

ola de reacciones leves . 

CAUCTERISTICAS aman= DE LOS mlimpes . 

Los nemitodoe son gusano, cilíndricos ,de cuerpo no eegmentado 

con extremidades afiladas ,de color que va del blanco amarillento el 

rojimoomume emparedo* (Mofo°, ),la hembra se sis grande que el - 

meche el cual time le extremidad posterior ~alada bacía la porción 

vestrel .Sus díseneienee ~fan de usaos cuesto' milímetro. baste ehe 

brepasar el metro , pueden ser muy finos ( como lee Pilarías ) o ten 

gruesos como Asearle limbriooidee. 

Estén cubiertos de una cope quitinoesoetriada en sentido circular 

algunos cases la ca nutie_mlAir presente prolongaciones laterales 

d• corte triangnler,que recorren percislaente o totalmente el cuerpo 

del nemitodo,como se observa en Enterobium versiculario (6 ) . 

Le orgenizaciln del cuerpo de loe nesitodoe,tienen bien definidas 

Loe siguientes ertructuree . 

Le cutícule,que juega un papel importente en so fíeiologfe,es 

1=3 extructurp compleja que vería 3e un género ■ otro ,esa cosco del 

estadio larval al edulto.Lei mayoría de loe trebejos acerca de le - 



cutícula de loe nemítodes se ha realizado en iecarir lumbricoidee, 

en el ave me han descrito tres regiones principales que son ala 

euperficial,la de la corteza y la media ,la primera está cubierta 

por una cape delgado menor a 1000 A de espesor y compuesta de lí 

2idor . 

De estas tres regiones la lude importante ea la cortes. la cual 

se divide ea capee ,su oomposicidn de meinodcidos indica que setd 

formada por ~retina ,aun cuando los estudios por difrecoidn de 

reyes 1 indican la presencia de coldgena . 

La regidn media de la cutícula de ganarle lumbricoides ,llameds 

cape ~tris ,se divide en otra cap* que contiene distintos poros —

acanalados qns se extienden en la cope corticel arterna,ssos poros 

~melado* son huecos y est& normalmente llenos por une instancia 

rica ea mainadcidos . 

Varias inyeatigeciones indicen que la cutícula es netabdlicsments 

activa y no una cubierta inerte ( 16,17 ) .Debido a la gran °entidad 

de Ob2111155 que contiene, las que probablemente ee originan ea la hipe 

dermis y toma peerte en sI crecimiento de la enticen* de Amarla 

lembricoldes . 

In los imitados adultos se encuentran las tres regiones ,mientree 

que en los nemdtodos jovenes la aspe fibrosa *s'U reducido o ausente . 

Una característica que se ha notado con respecto a la integridad 

de le cutícula de laceria 1tbricoid.s en astado larval es que es 

~ceda por la papadas ( 18 ) . 

La hipodermis descansa debajo de la cutícula sobresaliendo dentro 

de la cavidad del cuerpo 0 lo largo de la media doreal,nedía ventral 

y las 'fases laterales ,pera formar cuatro cordones 'Loe cordones la 

tirados hipoddralcoa son los s#s grandes y contienen loe canales sacre 

toree (cuando datos se presentan ) . 
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La hipodermis contiene gran cantidad de material de reserva 

(greaa,gluedgeno )y en algunos ~d'Iodos hemoglobina . 

El sistema nervioso consta de un anillo circunferencial ,que 

une geaglioelnervioe ventreles y dorsales ,los cuales corren poste 

riormente del anillo nervioso e lo lergo de loe cordones Ttembien 

consta de varios ~vio' que se extienden hasta la poroida ante 

Lior donde las estructures de la cápsula bucal son inervedee. II 

notemos nervioso eimpético faringe(' conste de tres nervios 'loe - 

~lee *erren a lo largo de le ferino' y estén unidos uno al otro 

por enes «matee comisare, . 

los iiwimloo do laa parad=a del ..carpo d: lcc 	«ud.-

daicoe y estío divididos ea contréctilee y no contréctilee .Le - 

porcién oentréctil de la célula ee de soportas o sosten entre loe 

que se encuentren lee microfibrillse 	porte ao osatréctil da le 

*nula contiene mioleo ,altocandrias ,gluedgene y grasa Ame iserva 

biés de la porte no costréctil de la célula pese del mhoule el sed 

vio loagitudiaal e al anillo nervioso . Loe ademan* metía sujetos 

e la estimas por fibras ,lee ~lee corren de le parte oontriotil 

de la célala a la membrana beeel . 

21 pesudoceleme es mas estructura importante,ye que forma el 

esqueleto bidroetottloo del nemétodo.Losi elementos proveniente, del 

intestino come loses y oxigeno del medio ambiente deben cruzar el 

pmeadoceloma para alcanzar las ~das y le pared del cuerpo . 21 

fluido peeudooelémico ectie *oso transporte de bacterias a la c 

'Med del cuerp000taa bacterias no son fagocitedaa . 

1:1 sistema alimeaterio consta de ~rulo bucal que esté!' rodeada 

por los labioe,y se une cavidad de Doras veriablelconets de faringe 

muscular y glandeler,inteetino ,recto y ano . 

21 'sistema excretor de Ion neadtodoe se muy variable y em 
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algunos grupos parece estar completamente ausente ,este slatem,,  es de 

dos tipos;glendular y tubular. 

El sistema glandular se encuentra en varios nemitodoe y consigne 

de una célula ventral glandular situada en la regida de le bese de la 

faringe ,usualmente tiene una Impula terminal, que se abra al exterior 

de le superficie ventral por medio de un poro . 

El sistema tubular puede ser simple en forme de "E" como en 

EWrteroblus  vereicularie  ten el cual un canal lateral corre a lo largo 

del nemdtodo,como en el Áscari* lumbricoides y otros nemítodos en los 

cuales ea los cueles le forma de Ir se ha modificado eu un siteme de 

U invertida.Algunos memétodoe poseen loe dos cameles laterales y mea 

glandula ventral . 

la cuanto • sistema reproductor :loe mary_the eta iseperedow  , la 

hambre es wiespra mía grande que el mecho, los mochos tienes uso o dos 

testfoulos,los cueles se abren a una vejiga 'maizal ,estas estructures 

pueden ser divididas es una parte glandular y otra eyaculadore . 

Ruchos asmitodos machos posees espfcules copulatoriaa que se 

localizan bolsee formadas es la cloaca ,este* bolsee es forma= al dis 

tenderse la porción localizad» el rededor de la oloece.Les espiculas 

consten de outfouls ilsolerotisadm y en algunos ceses (Áscari lubricando') 

tiene um nervio que corre hacia ere órgano sensible al tacto . 

El esperas del nomítodo es de tipo emaeboide,la hembra timos uno 

o dos ovorios,que se abren en los oviducto. y el %Itero ,s1 final del 

cual se alasemis el esperma (17,19 ) . 

iscoriq lubricoidee 

Á elite »método se le conoce vulgarmente como *lombriz intestinal 

ere ye conocido desde hoce muchos siglos puesto que se le menciona en 

el Papiro de Ibera 1550 Á.C. A mediados del siglo EU fud estudiado 

con precisión per Monler ,Leuckart,Lutz y los hermanos Koinos . 
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MORPOLOGIA . 

Es un nemitodo alargedo,cilindrioo y termina en punta reme 

ea le porción anterior y mis delgado se le porcidn poeterior.Se 

le observen dos líneas latero lea blanquecinos que reoerren longl 

tudinahlmente todo el cuerpo que va del color blanco amarillento 

al rojizo. La popal& bucal asid provista de tres labios diferen 

ciado. ,uso de los cuales es amplio y se locelise ea la porcide 

ventral media ,los dos restantes se encuentren en posioldn vientre 

laurel ,todos ellos sebe finamente denticulado. . 

Cada labio time ea sua mirones laterales papilas gemelas 

pequeffea que forman una pequaffe cavidad bucal de forma triangular. 

De los nemdtodos perdsitos intestinales del hoebreliscaria - 

luabricoidee es el de mayor tamal% .Los machos mides de 15 e 31 es 

de 'omitid por 2 a 4 mm de didmetre y la hambre de 20 a 35 om de loa 

altud por 3 6 mm da diámetro. 

Los drgsaos gesiteles del mecho comeistea ea se taba large - 

formado emesivemente por loe testículo* 01 vaso deferente y el ova 

dueto eymmalador ,este tubo **tí enrollado irregularmente es la mitad 

posterior del gusano y se abre en la olmo* ,que es eubterwimal 

aparato genital remeda* ea geaers1 ~respondo a 1» desoripoidn 

de loa nemdtodos .Los vulva de le hombre tiene localizad& media - 

ventrel0eros de la mi& de los tercios anterior y medio del cuerpo. 

Existe ama vagina °Kim que se bifurca per* formar un par de tubos 

gsaiteles,oada uno de los cueles colaste de ¿toro ,receptdculo semiaml, 

oviductos y overio.iatos tubos estila enrollado* es los tercios medio 

Powtsrtor del gumano,su longitud es varias veces le losg-itud Uta' 

del gnomo ,pueden contener em un momento dado hasta 27 millones de 

huevos ,y se ha estimado que la produocidn diaria por hembra es de - 

200,000 huevos aproximadamente .Los huevos fertilizados mes anchos y 
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ovoides,con una cípsule gruesa y transparente ,constitufda por una 

membrana vitelins interna reletivanente impermeable y de naturales, 

lipoide.Lon huevos fecundados miden de 45 a 75 micras de longitud 

por 30 a 50 micras de ancho y preseatan un espacio ea forma de media 

luna situado en cada polo ,entre el conteaido y la cubierta. 

CICLO BIOLOOICO. 

Los huevos fecundados solea del intestino junto con 1* materia 

fecal y neossitea pasar de 3 a 4 emanes ea el suele ,pare larveree y 

volverse lafectantesepudienda conservar su viabilidad por varios sesea 

en suelos sombreados y hados Aritos huevos cuya larva ha alcanzad, 

su segundo estadio,al asir ingeridos por el hombre ecloeioman en la — 

porte proximal del intestino delgado, as larvae atreviesen la pared 

intestinal y mea e vasos mesentdrioo■ y por ido porte pasas al hl 

godo donde permeaecen aproximedweente tres días, aumente de teme* 

(tercer estadio), y alcanzas los vasos palomares ,donde nmevmmeate 

crecea ,mmdae a larvas de cuarto estadio ,atraviesan la membrema alees 

lompiler y llegaa e bronquios etrdques y lerimge,peaan a faringa,eso 

fago,estdoego y lleven el intestino donde se oonviertee en larvas de 

quinto estadio y se deeerrollen hasta alcanzar la madures sexual ele 

cual ocurre emes 52 afma d'espada de la iefeoci6n,aperecieede huevos ea 

las meterles fecales mame diez rifas oda tarde (20 ). 

1,110110LOGLA . 

fa me perésito cosoopolita,mis frecuente en las regiones tropicales 

Stoll ea 1947,calculd que existían 644 millones de individuos peraaitado■ 

por esta aa■íteisl 01) 

La &hico es muy  frecuente .Se calcula que la tercera parte de la 

población ganaría padece esta peraeitosis ,sin casado se estima que sólo 

*1 6 % de la mimes sufre elcarisaie Rosie* ,su incidencia es .eyor em 

lea regiones celdas y binadas del país y virtualmente no existen se las 
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nonas bridas .D• 11as autopsias realivadas,  en la Ciudad de México ,del 

47 % de los casen de asearipsis ¡ano poseían un pprésito (4,5) . 

RESERVORIO. 

Hasta hice poco tiempo se coneideretm nue el hombre ere el dato° 

reservorio de esta pareeitosie .2a la actualidad ■e cre• qua el cerdo 

puede deeempeler este función ,ya que guisé sea ten importante o mío 

que la infeetacidn homena por "'carie luebricoides "num que por 

Amarle lumbriooid•a lumbricoiden . 

COMTROL EPIDEZIOLOGICO . 

Debe insistirse en la educación higienice,tatto individual como 

en couvaided ,así cono procurar le eliminacidl adecumde de excretas , 

con objeto de evitar el fecolimmo el aire libre . 

pATIVIMIA . 

itn el periodo larvario,cuando eir presente une infección masive,e1 

paso de las lervea,durente su migración por pulmones originen infiltra 

los que e• manifiestan por toe,eetertores e insuficiencia respiratoria 

que te ecompuZa de febricula y lencocitosie ,con mesiaofille elsandai 

dicho cuadro clínico ■e le conoce como síndrome de Loeffier y es de — 

glorie evolucidii ( 28 ) . Eh el periodo Intestinal la infeetacidn pass 

inadvertida cesado es poco intense,pero cundo es ■asivs puede acunar 

dolor ebdominel,meteoriemo y admito' ,ea ocasiones los pactaste* cope 

filialmente niños pueden padecer obetruocidn o mebebstruccién imteetinal, 

invagtneOlala,performoidu ,apendicitis ,diverticulosis ,sbeeso hepático, 

psncreatiti■ ,ictericia obstructiva y otras menee frecuente« ceno een 

rasperture del conducto enfelomesentérico con salida del ~sito por 

el ombligo ,mígracidn a oído medio ,abceso pulmonar ,obetruccidn torna 

Qua y pericarditis por migración erritica . 
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OBJETIVOS 

Pensando en 1s forme de detectar mí* fscilmento la ascariasie 

extrainteetinel y debido a Que otrea técnicas ya existentes no pro 

poroionan rsaultados quo nos ayuden e dar un diagnóstico mate acer 

t'Upo* juzgé conveniente realizar un estudio con el fin de buseer 

ene metodología que permita detectar ficilnents en el hombre la asco 

riegas en su fase da migración extraintostinal,empleando pera ello 

entigenos quo proporcionen une roaccién més especifica y de fecil 

interpretecién en las diferentes pruebes seroldgicaseque normalmente 

es utilizan . 

Determinar que método de extracchin es el mis adecuado pare la 

obtencift de en antigeno,oepocifico,fdóil de mamujar en 111 diagméstico 

de le ascarlasie,aai oomo su estabilidad . 

Detectar la existencia de une respuesta celuier mediante le 

intradermorreecciél . 
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PARTE EXPERI /4":57.TAL 

0BTENCION DE ANTIGUO (SACAROSA -ACETONA) 

Zote »diodo consiste en preparar un homogenicado del pardsito 

con lo cual se separan mío facilmente las preteines de otras sustancias 

que puedan interferir con ellas . 

Loe gusano■ colectado. ,se mantienen en soincida salina 0.85 

durante 24 horas .Se lavan con soluoidn salino eateril y aolucida de 

hidroxido de sodio 1 mol/litro repitierdo el lavado tres veces »As con 

la misma ~lucida . 

- ¡ijar lo• adultos de áscari* immbricoides  suma con alfileres ea une 

tabla de fibroma forrado con aluminio para facilitar la diseccidn . 

- Con un bisturí hacer tia corte longitudinal y extraer tanto el aparato 

digestivo como el aparato reproductor .Separar cuidadosamente el sis 

tema muscular ,e1 cual deberá' salir futegro,gnedando dnicamente la 

cutícula 

- Sacar por liofilisecida len adultos ceepletos,ssf como la cutícula y 

mdsoulo qua =e ertrajeron,y se suelan hasta obtener un polvo fino . 

- Pesar 1 g de polvo y colocarlo en ma homogeaisador y agregar 4 al de 

soluoidá de sacarosa 0,24 mol/litro . 

-ammogenisar durante dos o tras minutos en bego helado . 

- Aspirar el homogenisodo coa jeringa de 50 al y aguja de 10 6 15 cm 

de largo del # 18 6 16 . 

- Depositar lentamente el homogenicado en el fondo de un frasco con - 

tapia esmerilado conteniendo 800 ml de acetona a -20°  C 

- Tapar y agitar vigorosamente . 

- Dejar reposar durante 15 minutos en bao helado . 

- **pirar el wobrenadante de acetona y agregar nuevinente acetona 

limpia y fria ea igual cantidad al volumen inicial . 

- Dejar reposar en bogo helado durante una hora 
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- Decantar la acetona y reenapender el sedimento en 200 ml de acetona 

fria y limpia . 

- Decantar la acetona ,los residuos de la mimas se eliminan de la misma 

forma mediante vacio,deblendo quedar en el fondo un polvo fimo . 

- Ramespender el polio me ~lucida amortiguada de fesfetoe a pa 7.2 

0.2 mal/litros estdril ea uee proporolde de 40 ml de le rolan& 

por ceda cremo de material del pardeite . 

- Colocar le owspeasida ea boro helado coa eriteoble ceseteste 

- Dejar ea el cuarto frío dimite 18 horas . 

▪ Castrifucar a 1800 ?pa ee ceatrifnes refrigerada e 0,  C ~ente ume 

kers . 

• lletribmir el eobremadmate ea alícuota* de 1 al me freimos te 2 el 

y llefIllsar . 

Tia 	
-••49' A... 1. ~1~~4~.4.. 

 

 

Als-cut-8e .(Autfoese ae Ameriolegebriooldeonn ,cuttoular ~ID 

seeereme -saeteas) . 

Alm4samee Metieses de ,Asperle l'embrional',  me ~lar , 

esmerase ~se ) . 

Alm-Cet-le ~cesio de becario bebri09_14ce nua tetel - 

ameres. - ~teme ) . 

PIIPARACIOX ANTIONO ds 4ecertp,  twebrtomml ime  1028130 COU 

~ORA (~rl~ler 1443) (31) • 

late adtoée se baya feadmeetalmeate ea la obteselia de me trj 

t.redo de lee portee del pardillo (cuticale,sescule y perielte eemple 

)coa el cual ole ~eme um hosesamisede rico ee pretefasmoerbe 

hidrates y lípidos coa iaterfereacia entre elles mimase el istereecle 

mar osa si lisimped . 

...Pesiar me grama de ceda eme de lam perla, trae me ~meleros del pe 

?dimito (citículsodepoulo ,perdaite oempleto). 
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- Adicimar 50 al de acetosa . 

• lemegsmisar por agitaoída rdpida Aireada 5 Malitos . 

- Rematar . 

▪ Repetir la agitecida y ~bateo:44a Asireatil tres vacas ata 

- Secar al 'mofo baste elimiamida complete de la moteas 

▪ implader el polvo ea me «nacida amortiguadora de ~lates 

0.2 ~Oltra a pñ 7.2 est4ril y Tríe ,ea ama preporoida de 4 al 

por ostia 0.1 g del ~delito . 

Centrifugar el hoiegemised» a 1500 rime duraste 10 almates 

- Aspirar el eetiremedsate oca ama aguja de 10 of 15 ea de larga del 

Ye 18 16 . 

lavseer ea fresa» de 4 al coa va velamos de 2 al del eatfgemo . 

- Rotular de la eigeieate amere . 

los cata. (Aatfgem d» Amarle  leabrimidelmagleaticalar,  ~tema). 

AlmJlet-e. (Aatfgeao de Aeoarle 1iabri0414,1 mogiatotal ocetema ) . 

Ala-11~ (*atiesa» de jmerie  lembriaoldee  235, macelar,metoma ) 

▪ Camervar ea magelmida 

0ITEEE101 DE tren= LARVAS DE TERCER ESTADIO . 

roma vea eiteatám Lee larvae ore prelpars el sativa, por .1 aditede 

de Secares-doetem (Clerk sed Casale 1958 ),ssi vaso el aatigems 

extraída vea ~tem (Malabar 1943 ) . 

▪ 04plestar y disecar 20 ~me ea le firma ya descrita aatertormate . 

-latirmer el tercio flaal del Itero que matime los Muevo, feceadadae . 

- Colocar las ~la mo wm ~tepe im~11 . 

• Isserar ,agregando molando aaliaa 0.85 % estéril y feraelim al 1 % 

para lavar • 

-aojar le mmetra a temperatura embleato duraste 24 kerma . 

..gamtriyugar a 1500 rpm ~sate 5 misatoe . 

- Repetir la matrifugacida dos • tres votes ,utilissado asa destilada 
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para el lavado . 

- Extraer los huevos del fondo del tubo y coloorrloe en cajas de 

petri grandes,las cuales contienen una solución de 0.1 molflitro 

de ácido sulfdrioo 

- Inonber e 37°  C durante 26 é 29 dfat,destapendo lee ceje! de petri 

dierismoste coi objeto de aerear los huevo'. . 

- Revisor las cojee rl microscopio con objeto de observar el dese 

mello larval . 

- Una ves que estén en etapa de larvacidn y decorticacidn,lever cuatro 

veces con egos destilada per* cuitar los residuos de ácido que 

Pandea quedar . 

- Ilsoer costeo de los huevos larvados viables, que son loe que es utl 

ligaras pera la lafeeteci6n de conejes.(el canteo de los huevos se 

hace utility:ido usa célere de Yeubmuer ). 

- Isocelmr 180,000 huevos larvados por vía oral a conejos de 450 g 

- Sacrificar 8 drae después y extraer hígado y "Monee . 

- Busioar las larvas de tercer estadio . 

- gitreerlaw del tejido ,por el método de Baerean ( 7 ) . 

ODPROCIO* DI "ACTO =áscari, lmmbricoides mama . 

- Lavar los adultos de áscari* lumbricoides  smum,con »lucida salina 

ietésice 0.85 % 	. 

- Liofilisar . 

- Triturar en un mortero hasta dejar un polvo fino 

- Agraciar solución amortiguador-1 de fosfatos 0.2 mol/litro a 08 7.2 

ea proporción de 4 ml por 0.1 grabo del extracto 

Determiszr contenido de protefnes por el método de Loe (23,24 ) 

- Determinar contenido de crrbohidratos por el método de 1s antrona 

(24 ) . 
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- Eatanderigar el antígeno e una conegutracidn de 3 mg de protefaaiml . 

Savaear y rotular . 

- Conservar ea refrigere:sido . 

CARACTKRIZACION 01/MICA DE LOS ANTIGNMOS 

La caracterización trufados de les matfgenos preparados 'consistid 

en realizar les siggieatea detersinecionee 

1 ) Cuextifleseide de Proteínas con el adtodo de raliz-Cienalteaz . 

modificado por Loury y colo .(Apdedice 1.1 ) . 

2 ) leontina:id& de aguo:oree por el método de la entrena (Apdndice -

I.2 ) . 

La determinecidn de proteines so efected con la finalidad de listan 

darisar la cancerar:Leida de cede uno de loa mitiga:los utilizados en la 

inoculación de conejos . 

DITIRMIYACIOX DI LA ACTIVIDAD 	 . 

Imazaidad humoral 

Pera demostrar la propiedad de inducir immunided humoral por les 

antígenos prevenidos e se inocularon 2 conejo, por cada uzo de loa zata 

gene de 44041110 11mbricoidel suma. lates de efectuar la inoculad& , 

se :cluster& los *atícenos a esa conoentracida aproximada de probabas 

de 3 agial y se lee *grad adymvante incompleta de Primad en una pro 

perol& de 1:1 ,siguiendo el esquema da le tabla Ro I 

Se usaron 9 ~lejos de la cape " Nueve Zelanda • caz un peso de 

ylo d ,y se dividieron ea 5 lotes con el fin de sensibilizarlos con los 

diferentes aatigonos que se obtuvieron y eatszdariseron 

Lote 1. Constituido de tres conejos . 

canijo 1 . Sensibilizado con antígeno caticgler,extraida por 

el método de sacarosa ~sus . 

oomeja 2 . Sensibilizado con antígeno masoular,extraido por 

el minado de sacarosa-acetosas . 
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conejo 3 . Sensibilizado con rutíceno total,extrafdo por 

el método de amorosa-acetona 

Lote 11 .Constituido de tres conejos 2 

conejo 1 . Inoculado con antígeno cuticular,extrafdo por el 

método de acetona . 

conejo 2 . Inoculado con antígeno muscular ,extrerdo per 

el mitodo de acetona . 

conejo 3 • Inoculado con antígeno total,extraído por el 

método de *cotona . 

Lote 111 -Constituido por un conejo inoculado con antígeno de larvas 

de tercer estadio del parésito y ertreído por el método de 

sacarosa-acetona . 

Lote lY .Conatitnfdo por cut conejo inoculado con antígeno de larvas 

de tercer estadio del perdsito,extrefdo por el método de 

acetona . 

Lote V . Constitufdo por un conejo (testigo) inoculado con artrroto 

de tocaría lmabricoides sume completo (triturado y homogeni 

nado ) 

CUADRO lo I 

ESQUEMA DE INNUNIZACION 
TIA 	 CAYTID‘D INOCULADOS 

Cojinete plantar 	0.5 al 	1g-adynr. 
incompleto 
de Trotad 

TIEMPO  

cado 8 dfa■ 
durante un 
me■ . 

latreperitoneel 

Dar: muscular 

Subouténeo 

0.5 al 

0.5 ■1 

0.5 al 

Ag-dedyuy • 
incompleto 
de Frenad 

Ag-ehdyuv . 
incompleto 
de Frenad 

Ag.-adrizo . 
incompleto 
de ?round  

cada 8 días 
durante un 
mea . 

coda 8 días 
durante un 
mea . 

ceda 8 días 
durante un 
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Paro le imminisecide de los seimelos se emplod 1 ml, do asigo uo , 

y 1,m1,de edyurauts iecompleto de Preund,ls iseoulecidu se ~liad cede 

8 «es duraste u* mes siguiendo el mimo **queme per* coda uno de loe — 

diforeatee eatfgoaon obteaidos 	cede inoculecidu es utilizaron les 

afee y oestidedes del ~me de inoculsoide • 

Antes de cede inoculaciée los animarles se seagrerom por peloida — 

~Afeas pare ebterer apremdmsdemento 5 ml de seagre ,so impartí el ayer* 

y ael reeliserea len wisnientes pruebes lumwmoldgiceetContrainneneeleetrl 

fereale,immiredlfraldh ,lmweroeleetrefereeie r titalaclér de eaticreerpee 

per berselittlasolia indirecta . 

Terrlaetta la inemalseoldn,los aculas es sengreron e blamoo esele 

rimdome el "mero y se guardó ea orageleci6a en ellcuotee de 1 y 2 nl, — 

para mor *aedo posteriormente . 

La deatrsimmamoolectroferesis (epémdice 11.2 ),immumedifusién — 

(apéndioe U.1) y la lamuneelectroforseis (sp4ndico 11.3 ) ami como le 

breaslatireolát indirecto (*pi:rollos 11.5 )10» malliarm #10 110~44 

los eimperse !2,3,415,6,718,9 y 10 • 

111121111IMACION Di LA CUMPOEICION ANTIMICA, 

Pare determinar 1* **apoolai6' artirialre ,re ~liad el estudio 

immuseeleetrofordtioo de los eatfiesee "Mendes ,priemmumonte ,.e idas 

la reprreeth de lee diferentes campo:matos de los retigeees por eleetrl 

/créalo ,para pouteriormeate efectuar la imaimoprocipiteciée usando amere 

do conejo lanwnisedo individualmente con aedo une de los antfgwoos de 

4eparie l brto.idef affis. 

Cemocido el ~aportas:lents do los diferente* Antígenos ,en les dl 

presa pruebo. ,kemeglutisecidu indirecte,ICP ,ID, CLIP (laquesee 2,3 —

4,5,6,7,8,9,10 }Jiu reactividad y owpecificided de le recomiste imane 

de tipo kumorel;se procedí& posteriormente • detectar le respuesto — 
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celular,en este caso se sebe que pera detectar. esta respuesta es usen 

las pruebes de transformacidn blestdde ,factor de iabibioida de la — 

migración de maorofagos y la intradermorreaccida . 

Ea la *aguada felpe de sute trabajo ae 	inicamente la intreder 

morreacci6n ore que este prueba nos *tracia una mayor facilidad en su 

manejo sea como la disponibilidad de contar con los maizales de erperl 

mentaoidn . 

Se probaron todos los antfienom que se obtuvieron ,haoilladoele la 

sensibilisacidn su conejos ,sometieadolos el siguieate esquema de 'anal 

bilisacidn . 

TABLA No 1 

Lemmmma de semsibilisaci& pera pruebe de intredermorreaccidn de 

cada uno de los nattgamee . 

Callejee 	Inoculado 	con U. Tiempo 

1 artreete amtigéaioo da Cajiaste Cede echo 
11 
111 sle lembriooidee plantar . días 
17 

méa admente 5mboutimea durante 	4 
Ti 
711 incompleto de ?reuma. Intrusas:rular ~mas 
7111 

Intreperiteneel 

LI Solucidi calina 

inotdnica 	teatro ) f 

Tres ~anos desvele de haber smaitbilisado a los case»s se pnl 

*adié a practicarles iatredermorreaocida amado para tal afecta la — 

sismo ocmoentreci& aproximada de proteína del anytrgeno corrempondiamte 

e incluyendo como control molucién salina isot6nica *de acuerdo al esquema 

lío 2 
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A 

B 

ESQUEXA No 1 	INTRÁDERMORREACCIOE 

Conejo 	 intiren 
	 Cantidad 	Concentrecidn 

de proteína 

g/ 0.1 .1 

A 	Seluoidn salina 	0.1 	Control 

isotdaiee 

latieron° correo 
	0.1 	3.0 

pondiente 

Pare peder efectuar Io anterior se procedio a resurtir el dorso de 

Irr: ........40h. wirwm......rwmr 7 :e l e. »piir,. rri .1 de nada mur de lee diluciones de entL 

eso y de control . 

La dietribeeida de lee intraderaorreseeionee se presenta en el es 

quema siguiente . 

DISTRIBUCIO 	/I Fa 

IMIRADMORREACCIOWES 

IX CADA COBEJO 

nn 
CC 



RESULTÁDOS 

Por lo que se refiere a la concentracidn de proteínas de 

los diferentes antígenos que se obtuvieron por loe distintos 

aitodos de extrecci6n,se usid la técnica de merey (26) , — 

observíndose diferencias efe o menos mercadas en ceda sao de 

ellas . 

TABLA lo 2 

Concentrad& de proteína de los antigenos obtenidos por dife 

~tem e4todoe 

littera°, 	Método de 	Conoentreoída 

crtrimmiffia 	mtiml hl protefilt 

Lema puro 	Sacarosa-Acetona 	2.5 

Lervn orado 	Acetona 	2.0 

Muscular puro 	Sacarosa -Acetona 	3.75 

Masoular crudo 	Acetona 	3.70 

Cationlar pero 	Sacarosa -.acetona 	4.36 

%lb:salar orado 	Acetona 	 3.35 

Total pum 	Sacarosa -Acetona 	3.88 

Total credo 	Acetosa 	 3.75 

Extracto 	'Triturad& ,hosoesniaacida 	4.26 

lecontrdndose QUI& la mayor ooncentreciée le corresponde 

$ loa ~fíese** cuticular puro con A.36 midiel ,extraído por 

el 'Modo de Sacarosa-acetona ( Tabla do 2 ) 

Bombo lo anterior ,fte procedid a probar loa diferentes 

antígenos con la pruetw de hemaglutinecidn indirecta ,con el 

fin de titular cede uno de ellos . 

Obteni4ndose un mayor título para el antígeno cuticular 
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purool su* le oorreepoodid ,11644 lutilisdadoee en esta res 

*oído un enero hiperinaune de conejo que se insualed Goa un 

extracto eotigdáico del perdeito completo ( teble llo 3 ). 

TABLA lo 3 

Regletro de hemaglutimoida de loe antfgsnes coa muero de - 

conejo inouniaado con extreoto antigdaion del pardal.» complete . 

DILUCIOXXS 

Antfgeno 	1120 1140 1280 11160 12320 11640 111280 

Larval paro 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 

Larval credo 	+ 	+ 	+ 	+ 	- 	CE. 

Macular pero + 	+ 	+ 	+ 	+ 

Mesoelor orado + 	+ 	+ 	+ 	+ 

Cuticaler puro + 	+ 	+ 	+ 	+ 

Ciatioalar orado + 	+ 	+ 	+ 	- 

Total paro 	• 	+ 	+ 	+ 	• 

Total orado 	+ 	4. 	+ 	+ 	- 	«Mi 

Mitraste + + + + - 

) recocida positiva 	( -) ~mida secativa 

A m'atine:bol& ee afecte& de 1~1 Ramera la "iba de 

oestraismeseelectreforesis ,con la aleas fiaalided,preperdadese 

pare tal efecto des Amas ea las maleo se colocares los sag 

gema motive del experimento Traste el mere hiperisamse de - 

~alejo bocelada eco el estreate completo de Alicarilluabrieeidel  
Die (Apdadiole 11.2 ) . 
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5- 4 U1KA Nc 3 

Contreinmunoelectroforeeie 

Hilera 
	Hilera 
	

Hilera 
£ 
	

B 

1 	2 	1 	2 	1 	2 

0/ 1 1 ® 	®1 11® 	® ji s  

®111 o 	()pi® 	® 

o \Io @III@ ® C) 

HILICRA A a 

Los ltA,B,C Suero hipertnemune de conejo imannisedo *ce extracto 

de Oleario l'ebrio...Un  ATE conplato 

Ledo 2sa 	Antigeno totel de becario liBbloilAee ex%  extraído 

por el método de sacarosa — acetona . 

Ledo 21b 

	

	de Aecarie  bilbriogid•Ima  
extraído por el método de secerose.. acetona . 

Ledo 2tcs 	Autismo cutieular de Mocer4, lembelgoldee  mEE — 

extraído por el mitad(' de sacarosa— acetona . 

T1321 B 

Lodos lli,B,C Suero hiperinmune de conejo inmunizado con extracto 

de 1221111 lmmbricoideo naa completo . 

Ledo 21. 	Antígeno total de Aecerie luebricoidee mame 

extrafdo por al método de acetona . 

Lodo 20, 	Antígeno muscular de Ascarie lumbricoidee onum 

eximido por el método de ecetoza . 
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Ledo 2so 
	Antígeno outicallor do decirle lumbriooldee mem 

artrefdo por el adtodo de *cotona . 

HILERA Ce 

Ladoa/14,7405uero hiperinmene de conejo inmunizado coa extracto 

de Aispila inabricoidet  iza ~pisto 
Lado 2ta 	Antígeno de larvae de tercer estadio de Asoaril 

inparloRlom 	yextroído por el .dtodo de sacarosa-

moteen • 

lado 21b 	Cazillol positivo de ,docorio  liaebriooldei 

Ledo 22c 	Costrol sogativo brolucido salina lootdoica ) 

ESQUEMA do 4 

contreineenotlectroforosia 

Hilera 	011era 	Mere 
A 

1 	2 

0,11 

® )11P ® 

KILZRA * t 

Lados 1$1,2,C theero hipertensae de come» Innuaisado coa extracto 

de dominio  lembrioetdee ims completo . 

Lado 22 a 

	

	Antígeno de lema de tercer estadio de Anoarbl_121 

bricoidez en= ,sxtrafdo por *I soltado de acetosa . 
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Lado 25 b 	Extracto de AscPrie luabricoides sume completo 

(triturado y boaogenisado ) . 

Ledo 2to 	Control positivo de Áscari, lumbricoidee suma . 

A c/nitinuacién se procedid e efectuar le técnica de inau 

noelectroforeeis ,con el fin de conooer el avisora de bandee 

Que se esperaron de cede uno de los diferentes sattgenos 

(Boquease 5,6,7,8,9 ) . 

ESQUEMA Yo 5 

Inaunoeleetroforesis de suero hiperinaane contra lee diferentes 

antígeno: de hocen'~gas= • 

1 

    

 

3 

o e 

  

   

la Antfgeno total de Almería jembrioolde, , extroidc con - 

sacarosa - acetona . 

DI Suero biperinanne . 

es Litigan* muscular de Asearte lumbricoides 	ertraddo con 

sacarosa - acetona . 

ESQUEIA 1o6 

á 

3 

c 

At Antígeno cuticulsr de laceria juabricoides suna extraído con 

secares* -acato= 
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o 

A 
o 

r-- 

r o 

Bz Suero hiperinamo • 

Cs Antígeno de lomees de tercer estadio de Aecerit lnahriooldee 

eztrafdo oou sacarosa - acetona . 

E 3 11lUERA No 7 

As latirme total de Aecarie beilrlyteidet sza eztrefdo coa 

acetona . 

Be 3nero hiPerinnuns • 

Cs Antfgeno macular de 4evoris,  111149eidee  ram eztrefdo cae 
~ton* . 

ESQUEMA Eo 8 

Le datfgeno ~rolar de Awirris  liezbaau Iza eztraido coa 

acetame . 

Al 3eero hiperiname . 

Cs Antfleno de larvas de tercer ~tedio de Amena  imatztalim 
miga extraigo can acetosa . 
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SISTRIU 1 -RUTIN& 13 

ES UEMA NO 9 

, 	
1 

e 
c  

As artrecto de laceria, lumbríoolde,  nal completo (triturado - 

y bomogenisado ) . 

'u! 5c:ro hiPnrlamzaa 

Ci Control negativo (nolucidn salino tsotdnics ) 

ISQUZIA 1olO 

Immunodifusidn usando muero biperinmune contra los diferentes 

antígenos de Aseerie /umbriceidel =u= . 

As Suero biperinmune de conejo inmunispdo ccal ertrecto 

de laceria lumbricoides runa coapleto . 

1. Antfgeno total de locería lumbricoides su= extraído 

por el mdtodr de cacaree"- acetona . 

29 



2. 12:alguno macular de laceria luobricoides eme . 

ertrefele por el m4todo de sacarosa ~atoas . 

3. *Enfermo estipular de Iscaris lumbricoidee em e. 

eximido por el 'd'Ud* de eeceroes—eoetees . 

4. Antfgeno total de Aseerie lambricoldes suma , 

extraído por el s4todo desolotone . 

5. Antígeno musculer de iscari, lusbricoidee asma 

extraído por el mdtode de acetona . 

6. Antfgeme estipular de 4eeerlp lmebriceides sha 
extrefdo por el edtode de *cotona . 

SISTLIA B : 

Ih Seer" hiperinmune de conejo inmunizado con ~moto 

de lecierle lumbrieoldee en! omplete. 

1. batigeme de larvas de tercer estadio de Apeent 

Umbrío:pide' 	,oxtreido por el mdtádil de — 

macerase ~ORM 

2. ~igen* de larvas de tercer estadio de ,!*caras.  

lolibriotIdee tema ,extra/do por el ogítode de ecetema 

3. Ixtrooto eatiduloe de 4scarts bembvipoldee asao:  

completo (triturado y heeposenisede ) . 

4. Control positivo de Asearle lumbricoides asma . 

5. Control negativo ( 'elucida salina isotdnice ) 

la efectuar las lectura@ de le I.D.R. con los difermntes 

eatfgenos de lacarif limbricoidef sume ,se observd la rewocidu 

oereeterfettes en cada =O de los conejos en los que se prectied 

ls pruebe . 
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á lo primera hora se detectó uno zona de induración le cual 

as desarrolló a las 2 hondo una !orlo de tipo eritematotia y a loe 

4 horas se formo un edema el oval al ser medido resultó ser va 

riable en cada uno de loe conejos .Graficas 1,2,3,41 5,6,7,8,9 

El Memo pereaneoid constante en cede uno de ellos hasta las 

2 horas , tendiendo e desaparecer posteriormente .Graficat 1,2,-

3,4,5,6,7,8,9 . 

En el conejo Yo 3 1e intradermorreaccidn tad mayor (diametro 

2.2 ae ) y que correepondid al antígeno cuticuler .0refica Yo 3 . 

Al efectuar las lecturas de I.D.R.ocn loe diferentes antigenos 

de Asalarie imbricantes sum ,se obsered un efecto semejante en - 

Dada uno de silos ,e1 cnel consistía en la aparición de une sone 

indnreda oon edema y eritema a la primera hora ,aumentando poco a 

pose el diámetro de esta reecciefn llegando al :Barbeo a las 4 horas 

con un aumento de 2.2 os .Despees de este tiempo ,empaad a diell 

mir la rescoidu ,pare permaneciendo le sone de indnracidn basto 

les 48 y 72 boros ,mantoniendose nn diemetro de 0.6 om,tendiludo 

posteriormente si mn desepericidn .Grefioa■ 1,2,3,4,5,6,7,8,9 • 

Es necesario seSnalar que la mayor respuesta que ce present6 

tad con el antígeno cuticuler tal y como se observe en les graneas 

3 y 6 . 

El conejo Yo 9 que fut usado como testigo y el cual se ino 

culo con solución salino a les 4 boros disminuy6 la reaccidn pro 

recado por el tramatismo,desapereciendo al mismo tiempo el edema . 

De acuerdo a los estudie hechos per varios investigedorea 

ee sebo TU& un simule extracto del parísitc inoculado a una persono 

4sta desarrolla un proceso de hipereensibilidpd.En runción de esta 

situación consideramos aue le mayor actividad sensibilizo:no del 
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organismo y de acuerdo • nuestros resultados sets actividad se 

localizo a nivel de cutícula ,cuyes caraoteristioes químicas — 

(concentraci& de proteínas y carbohidrato' ) le confieren la 

propiedad de antigenicided *el como le de inducir la forsecidn y 

producción de inaunoglobulinse E ,consideradas como responsables 

de todo tipa de alergias y detectobles en la aeyorle de los caso. 

por medio de la intrederaorresccidn (Jobannson et el 1968 ) 

Cada uno de los antígenos se estandaris4 a una concentrad& 

de proteína' de 2.0 sg/sl . 

á les 4 semanas posteriores a le sensibilisacidn ,se ~id 

e practicarle. la intrederaorreaccidn ,usando per* tel efecto la 

siesta concentrad& de proteína* en ceda uno de loe conejes,inclu 

yendo** control de soluci& salina al 0.85 % resursado, el dorso 

de los conejos (Esquema Yo 2 de intrederaorreaccidn ). 

Loe resaltados de lo intrsderaorreaccidn se registraron a las 

2,4,8,12,18,24,48,72 horas .(Tabla Jo 3 ) . 

Le *enlucida de las outirreeeciones,se ~etre en las o:rifles* 

1,2,3,4,5,6,7,8, y 9 coapsrativesente con el testigo iaamelado,  osa 

solución salina 0.85 % . 

in cada ano de los conejo* la reacción se presenté mds o sanos 

eniforae con La variaciones correspondientes a cede uno de los 

antígenos . 

il hacer la «aperad& de les graficas ,obeerwasos que la 

mayor reacción se presenta coa el antígeno cuticular paro obtenía' 

done la máxima a los 2 horas riendo in* induración sostenida casi 

Mosto Lo 48 horas . 

Coso pedemos M'airear ,los antígenos cuticulares son los — 
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mejores inductores de este tiro de respuesta,comperativemente con 

loe dalas que se estudiaron (total puro,total orudo,musculer puro, 

macular crudo,larvel puro ,larval crudo, extracto ). 

Ahora bien de *cuerdo s estos resultados y los reportes de 

otros autores (Chape 1957 ) consideramos cue la intrederaorreacci& 

presenta seria lisitacién ,coso son su baja especificidad dada en 

este casopsrticular de Asearlo luibriooides equm por le gran ve 

riedad antigénias que presenta oesi como por le existencia de ve 

naos alergenos presentes en el perésito por lo que su valor diagnis 

tico surtí en entredicho .Consideramos que es pueden aumentar la — 

especificidad de la resecada en tante se desarrollen mejores mito 

dos pare la purificad& y aislamiento de a:Métenos específicos y 

adonis existe une buena estandsrisacién ,rnsi como uniformidad en 

su aplicación o recurrir a otras técnicas mis espeoffices. 

Le segunda porte de este trabajo consistid' en detectar la 

respuesta celular por medio de le intradermormaccién. 

Primeramente se seleccionaron 9 conejos en los que se prscticd 

dicha prumba .Cada uno de los conejos fui sernsibilisedo con extre,c 

to entigénico del parásito y de acuerdo el siguiente procedimiento 

( Tabla Pro 1 ). Bncontrendoes los resultados en la tabla llo 3 . 
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TABLA Ro 3 

L'hetaira de lea intredersorreaccionee ea oe a diferentes tiempos 

Antígeno Inicial EORAS 
2 4 8 12 18 24 48 '2 

Pat 1.3 1.2 1.1 C 

Total paro 1.9 2.0 1.9 1.7 1.5 1.4 1.3 1.0 0.8 

~calar poro 1.8 2.1 1.6 1.3 1.2 1.2 1.2 0.5 0.2 1 

eatioalar pare 2.0 2.4 1.9 1.7 1.5 1.3 1.2 0.4 

Total orado 1.5 2.0 1.9 1.5 1.3 1.1 0.9 0.3 

lhuloalar orado 1.6 1.9 1.7 1.3 1.1 1.1 1.1 0.3. 1 

~calar credo 1.9 2.3 2.0 1.8 1.5 1.3 1.2 0.8 0.8 

Larval pu' 1.8 1.7 1.6 0.8 0.6 0.5 0.2 0.1 

Israel arado 1.7 1.7 1.2 0.7 0.4 0.3 0.2 0.1 

Inmoto en S.8 0.8 1.5 1.3 1.1 1.0 0.9 0.8 0.4 0.050 

S.S.. %lucida Salina . 
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GRÁFICA DE INTRADERMORREACCION 

CONEJO No 3 
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GRAFICA DE INTRADERMORREACCIN 
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CRAFICA DE INTpADERMORREACcION 

CONEJO No 7  
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GRAFILA DE INTRADERMORREACCION 
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DISC112ION DE LOS RESULTADOS 

No obstante que se han utilizado muchas técnicas Pera la 

obtencién de antígenos de diferentes parésitos ,entre ellos el 

de Ascerie lumbricoides suma ; en dote y de acuerdo a nuestros 

resaltados ,e1 mejor método de extracción t'Ud el de sacarosa - 

acetona ,00n el que se obtuvo una mayor concentración de proteína 

y la eliminscién de ciertos elementos que pudieran en algén mimen 

tic interferir en la actividad antigénica. In la tabla Jo 1 se - 

maitre que la sayor concentrsdén de proteínas determinados por 

la técnica de Leary ( 26 ) fué el método de extrecciét de 111.0411101~ 

amito» pare el antígeno cuticular puro con 4.36 MCIMI ,e1 coal 

al ser inoculado al conejo ,produjo una buena respuesta h= 	1 , 

tal y como se observa en la tabla. Jo 2 en la que se cuantificaron 

los anticuerpos por hemaglutined& ,correspondiéndola un mayor 

título (11640 ) al mismo antígeno cuticular pare (sacarosa-ecetona) 

Isf mismo detectamos que todos los antígenos extraídos con 

sacarosa-sosten ,fueron los que provocaron una mayor respuesta 

en el conejo ,siendo semejante el título para los antígenos mi 

=lar crudo y puro respectivamente ,en este caso particular , coas 

daremos que ambas técnicas de extracción no eliminan la gran can 

tidad de lípido* y carbohidratos presentas en esta estructura y 

son los que interfieren en la respuesta inmune 

Por lo que se refiere al comportamiento electroforético,este 

eatudio,se efectué utilizando los diferentes antígenos que se - 

extrajeron y se usé suero hiperinmune de conejo contra antígeno 

oompleto de Aecaria lumbricoides auum se obeere6 ate el menor - 

'Amero de bandee que se presentan es con el antígeno cuticular 



obtenido con sacarosa-acetona (Esquemas 5,6,7,8,9 ) y el de larvas 

de tercer estadio extraído igualmente con eecpross-acetona . 

Conocido el comportamiento y reactivided en la innuno 

electrofordeis ,me siguió con la sensibilinecidn de los conejos 

se continu6 el sangrado perildice de loe !mímele! ,pers 

la reepueete inmune,preeentandose el mayor título a loe 15 dios 

detectado por bemaglutinacidn . 

Por lo que respecta a la inmunodifueidn que se mont6 

pende observar que t'ubica el menor mero de bandee que e* deteo 

ten ee clon al antfgeno °intimidar y larval extraídos con sacarosa-

acetona el interrocioner con el enero hiprinmune (Boquea, 6 ) . 

la le contreinmunoelectroforiais el comportamiento es mate 

eepeoffioo ,detectendose el menor ndmers de bandas con el ant/ 

Aneo outicular puro (escaros. -thoetone ) y en el asao del larval 

extreido por el mismo mdtodo,la reactivided indios en mayor nd 

mero de bandas (3) (Maqueas§ 7,8 ) . 
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COYCLUSIOMES 

1.- La aanipulacidn ,la teepersture ami como el tiempo que tren* 

MI, en procesar el parísito,alteren sn oonstituchb química 

y por lo tanto la reactivided de los diferentes mitiga:2°e que 

se probaron . 

Por lo que la preperscidn de les diferentes antígenos deberé 

de efectuarse lo mis rápido posible para gritar en lo posible 

cualquier tipo de elterecién . 

2.- De los aatfgeaos qua ee estudiaron y probaron el que dié una 

mayor reectividad en cada usa de les remociones que se asaron 

pare detectar su comportamiento ineunolégico fuá el cuticular 

paribpor lo que creemos que ea el que debe de usarse pera - 

diegadetioe de le enfereeded . 

3.- Es l'emisario le estaadarisecién del sativa» ye que sino as 

efectia,le resotividad es ve diminuida y nos puede dar rema 

todos falsos el momento de las lectura* correspondientes . 

4.- Tedoe loe entremos que ea prepararen se paladea ainemear 

debidemate lioillisedmoon lo que se metimos en temes 

cendicimem de estabilidad dureate beetaate tieepowevitdadose 

al Mixt» 114 N'actividad ami °mol, 1141maisulaissción . 

5.- II mejor método de eitruccidá pare la preparecién de los 

diferentes antígenos fué el de sacarosa-ecetone ya qua ose 

esto ee eliminan área °entidad de lípidos que pudieses tater 

farir ea la reectividad . 

6.- Come ea seta safermsdad y ea otras peresitosis la intreder 

aorreeccién as represento ningda valor diagndsticroe solo puede 

ser usada pero estudios spidemiolégices . 
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APENDICE 1 

KETCDOS QUI CCS 

1. DETERMIEACIOB DE PROTEIYAS, IffiTOIC DE LCWRY 

1.1 PUNDiMENTO 

Ea un método colorimétricoenediente el cual se pide el 

*olor azul que se produoe el agregar el reactivo de fenol de 

loblin-Cioceltseu a una solución aludirle da proteínas. 

El reactivo de Polin-Ciocalteau(sales de litio del icidel-- 

foefemolibdotdgetico ) oxide compuesto, fenélicoe en condiciones 

alcalinas ,por /o que lee reduce de un color inicial ~arillo 

oro a un color azul intenso . 

Este reactivo se usa para wedir compueetos fendlicos así 

coso pare determinar tirosinatel aminoicido que contiene una 

cadena lotería fen6lica.Dado que todas lee proteínas centienen 

tiricia* ,esta resecióu ha sido muy usad* pare dotarais:1r cual 

Motive:mente proteinas.Los grupos indol e imidasel de triptofsno 

• hintidinaereaccionan también cm el reectivo,pere la reeccide 

es mis (14bil que le obtenida con la estructure de anillo fenólico. 

La intensidad del color depende del contenida de tírenla* y 

triptofanee pero hay ciertos rectores que influyen en le reacción 

coso son el tiempo que la proteína, vol‘ 	:II álcali antes 

de agregar el reactivo de fenol y la presencia de grupos SE u 

otros grupos reductores 

En la codificación de Lowry .61 método se hace alta adíe 

sensible por la adición de una pecrue17-74 cantidad de cobre en 

tartrato debilments alcalino con lo que se aumente el desarrollo 

del color.El complejo de tipo Biuret entre cobre y proteína 1 
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se treta posteriormente con el reactivo de feno1.21 complejo 

formado y lee cadenas eremíticas de lee proteinse reducen el 

reactivo y las dos reacciones juntas son cien veces mí, senii 

bleu que el método de Biuret,lo que permite detectar csatidadem 

pequen, de proteínas del orden de 30 a 100./4g (1-5,4 g de 

con mas precisión de + 10 % 

1.2 Equipo 

Celorfmetre 

Malease gramateria 

1.3 Material 

%bes de ensaye 13 z 100 mg 

Pipetas de 5.0 ml (1/10 ) 

Pipetsa as 1.0 la (1/100) 

Pipetas de 0.1 ml (1/100 ) 

Gradilla 

Espétala 

Probeta de 100 ml 

Preveo ámbar osa tapén esmerilado de 100 al 

1.4 imactivoe 

- %lucida de cidrato de cobre pentabidretado el 1 ik 

Disolver 1.0 g de *altote, de pebre pentsbidretado (CuSO4.5E20) 

su 50 sl de agua destilada ,aforar a 100 ml con mimo destilada. 

• Selmeiés de ~trate de sodio y potasio al 2.0 % 

Disolver 2.0 g de tartrato de sodio y potasio en 50 ml de 

agua destilada,sferer e 100 ml con aguo destilad* . 
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- Carbonato de sodio al 2.0 % en hidr6xido de sodio 0.1 sal/litro 

Dieelver 2.0 g de cerbonsto de sodio en 50 ml de hidróxido de 

sodio 0.1 mol/litro ofertar e 100 ml con solución de deOR . 

• Solución 1 i 

Se prepare mezclado 1.0 ml de la @elucida de sulfato de cobre y 

1.0 ml de le 'elucida de tertrsto de sodio y potasio ee 100 ml 

de le @elucida de carbonaste de eadio(se prepara justamente entes 

de usarle ) 

Reactivo de fenol de Polin-Clocallesu (comercial ) 2 I s 

Antes de usarlo es diluye velamen e volumen con agua destilada 

pera tenerlo 1 1 . 

- Solución de elbdmina sérico: bovina conteniendo 100/1 gial 

Disellver 0.1 g de elbdmina adrice bovina cristalizada y purificada 

em 500 ml de agua destilede,se &fere e 1000 ml can aguas destilada 

1.5 lactado 

- Prepareciól de la en~ estándari 

la ama serie de tubos de easeyojw preparen e partir de le 

mellen& de elbdmina *frica bovina,diluciones que contengan 

20,40,60,80 ylOO.1,j de protefna por ml . 

- in otros tmbesose mide 0.1 el de la muestre de antígeno . 

- se complete el volumen a 1.0 con agua destilada . 

- Se *Federa 3.0 ml de le 'elucida I . 

- Se agite y se deje reposar 10 minutos e temperature ambiente 

- 1 cada tubo se le agrega 3.3 ml de reactivo de fenal de Folin-

Cioceltesu 1 1 . 

- Se mezcle y se deje reposar durante 30 minutos a temperatura 

ambiente . 
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- Se hace la lectura de D.O. en el colarimetro a 500 na de 

longitud de onda . 

1.6 interpretación : 

- Se granee la D.O. contra le concentración de loe entenderse 

11=3.1.40  pspel 	 . 

- Por intoroolooido de los velorio de D.O. en le curve petrdn ,ss 

obtiene le concentrecidn de proteínas del entfgeno 

2. 	SETIUMBACION DE CAR3OHIDRATOS ,NETODID DE LA ANTRONA 

2.1 Paadomonto 

Lo ~troto en deido nulfdrico ee un reactivo general para 

carbohidrato* ,incluyendo monoseedridea,polieecdridoe,glucdeides 

y listeros . 

So bono en lo fotmig%Aji= 44 tiri=dtt del qu'fl".211  P" aguihidm 

tocida de las aeldaulse ( 34 	) . 

2.2 "quipe z 

Celaría:otro 

Balanza aaelftice . 

2.3 Material : 

?Oboe de ensayo 13 z 100 ea 

Gradilla 

Mago de agua e ebullición 

Berro de hiele 

Pipetas de 0.1 al (1/100 ) 

Pipetas de 1 al ( 1/100 ) 

Probeta de 100 al 

Mitres afondo de 100 al . 

2.4 Iteoctivoo : 

&nacida de entrene pl 0.2 % en leido gulfórico el 9r., t 
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Se disuelven 0.2 g de entrena recristalisada en aproximada 

mente 50 al de leido sulférico al 95 % e se afora 4100 ml 

con leido sulfúrico al 95 % .E1 reactivo se prepare al 

momento de emplearse . 

- 50inch% petrdn de glucosa oon 100/wg !al t 

Se disuelven 0.1 g de glucosa en aproximadamente 500 al de 

agur destilada ,se aferre a un litro oca agua destilada . 

2.5 Método t 

Preparación de la curva estimó'. 

In una serie de tubo, de ensayo que contengan 2.0 al del 

reactivo de entrama y manteniendolos en !dedeo* agrega el 

volumen necesario de la solución patrón de glucosa para tener 

concentración de 12.5 ,25 ,50 y 100,,gi al y as completa a 3.0 ml 

con agua destilada . 

á otros tubos ooatomiendo 2.0 al de roectivoetembiem mentechendeles 

en hielo ,se agrega 0.1 al de la ~metro de loe satirices y es 

complete • 3.0 al oca legas destilado . 

- In los dos pasos anteriores 01 reactivo y la muestre& problema o 

el potree ,dabes quedar mi cepa, cuidadosamente estratificadas . 

So hace un blanco coa 1.0 al de agua destilada y 2.0 al del 

reactivo . 

- Se agiten vigorosamente todos los tubos sin sacarlos del bogo do 

hislo,para homogmnimer perfectamsate . 

- Se colocan les tabes en bofe de agua a ebullición durante 16 

minutos exactos . 

- Se paseo a en bogo de egos frie . 

- Se hace lo lectura de la M.O. en •1 calorímetro e 625 na de 

longitud de coda . 
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2.6 Interpretación 

Los valores' de D.O. de loe tubos de le curva estíndar se 

grefican contra la concentrvidAn sobre papel miliadtrico 

por interpolaci6n de los valores de D.O. en la curve petr4n 

ea obtiene la concentracidn de carbohidratos del antígeno . 



APtILICE 11 

METODOS INXUNOWIWICO::1 

1. Doble Difuaién . Técnice de OUNTERLONT . 

1.1 Fundamento . 

La doble difusión en (el ,consiste Unicamente en colocar una capa 

de gel fundido sobre une placa de vidrio o pliístico ,se deje solidificar 

y se practican horadecienes en lao que posteriormente se deposite el 

antfgeno y el anticuerpo a estudiar . 

A medida que el antígeno y anticuerpo difunden ,y siempre que las 

concentreciones sean equivalentes 041 producirá una banda de precipita 

°ida en el sger antro la■ dos cavidades ,comensando en el pante ea que 

el antfgeno y el anticuerpo eaten en proporcidn equivalente . 

La velocidad de difusión de loa reactivo; es directamente propor 

cional a ;u concentración e inversamente proporcional a su peso mole 

colar (27 24 ) 

1.2 Equipo t 

Bomba de vacío 

lidosds 

Balanza analítica . 

1.3 Material 2 

Horadadores de 2.5 no de diAmetro . 

Am G m.e. 7,^1.. 1 mem d. didaetro interíor 

Flacas de vidrio de 30 z 25 am . 

Nivel de gota . 

J'atroces arleameyer de 250 al . 

Probeta de 100 al . 

Pipeta* de 10 al (1/10 ). 

Tripid con tela de siembre 
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Mechero . 

Aplicedoree de modere . 

Plantilla pero perforaciones . 

Hisopo. . 

1.4 Reactivo. 1 

- Amortiguedor de varonil pE 8.6, r/2 - 0.05 

Se disuelve el contenido de un frasco de smortiguedor pR 8.6 

r/2 	0.1 (de fuente comerciel) en un litro de agua destilada y 

se diluye 152 con aguo destilado par. tener une r/2 - 0.05 

- Agerosa al 1.5 % 

Se disuelven 1.5 g de ~rosa ea 50 al de aguo destilada colocando 

en va befle de agua hirviente,.. agregue 50 al del amortiguador de 

varonil pR 8.6 y se efeden 0.1 g de asida de sodio . 

- *ger paros el 0.5 % 

Se disuelven 0.5 g de agar parva ea 100 al de aguo destilada 
• ••• 

colocando en 232 bePo de agua hirviente . 

1.5 Matado s 

1.5.1 Preperecide de las placee s 

- Sellado de los portaobjetos s 

Les porteebjetes perfCctemente limpios y desengrosados oca bandeas 

con agar ~sus al 0.5 % fundido y se deje solidificar a tem,lreture 

embiente . 

- Se coloca» los porteobjetos selledee ,sobre une superficie 

Perfectamente plasta y nivelada . 

- Se agregan 3 in de ~roes el 1.5 % fundida y enfriada a 600  C es 

reparte wniformemente sobre coda porteobjetos de ~ere que quede 

une cape homogéneo.** dejo solidificar perfectamente el gel de agar 

y se colocan en refrigerecidn durante unos ainutos . 
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- Se 0.1~ le laminilla sobre la plantilla y con el horadador ea 

practican los cortes circulares en forma de roseta; uno centrel 

y seis perifdricos,con el sacabocados ea retire el gel de *ger 

( fig . 1 ) 

O o 	O O 

O O O 
	O 11 o 

O 0 
	

O O 

1.5.2 Izemnodifunide 

- Con capilares diferentesl ee colocan el antfgeno ea el poso central 

y loe enero* en lee de le periferia:de ~nem eme me llenen cande 

temente ,sin derramar su contenido . 

- Se colocan las »mininos en amares hderedes y es dejan a temperstuse 

ambiente durante 24-48 limes . 

- Se hace la lectura y se registran loe resultados 

1.6 Interpretación t 

- Se registren los resultados ;dibejendo les bandee de precipitad& 

eme aparecen .Si es necesario ,les lednilles pueden ser ~idee 

(per PIM.. 64 ) • 

La presencie de bandas de predpitecide entre el entigemo y los 

sueros ,se considera como une reacción positivo .Le ausencia de 

buidos de precipitación entre el antfgeno y loe euros lee considere 

coma une ~coi& negetive .Cuando dos sueros oolocadoe ea posos 

adyacentes reaccionan ente un antfgeno determinado y producen li 

ases de precipitación que coincidan y se funden completemeate , 

indica que ambos thomperten los mismos anticuerpos . 

(linees de identidad fig .2 (A) . 

Cuando dos tuero, colocados en pozos edyecentes reaccionen ente 

un antígeno determinado ,produciendo Ifneas de precipitad& que 
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cruzan y coinciden parcialmente ,indica aue ambos presentan 

tanto anticuerpos compartido:. como no compartidov . 

(identidad parcial ) fig. 2 (B ) . 

Cuando dos cueros celocodoe en poso* adrlicontep reaccionan arte 

un ontigeno determinado ,produciendo líneas de precipitación que 

se entrecruzan ,indica que no contienen anticuerpos similares . 

fig. 2 (C) . 

9 el 
tíCIN 	 dms. 

A 	

/11) Nisif 

2. CONTRAIIMUNORLECTROPORESIS (Ciar) . 

2.1 Pundemento 

Le CID' es uzo tdonice inzunoldgica cualitativa y eemicuentitative 

de difunda en gel,en la que se aprovechan lee propiedades del amor 

tiguador,del gel,de le carga eléctrica de las moldoulas de ig y ic y 

de un ceapo eldctrica .al entfl:eno y al muere hiperinaune me colocan 

en pozos hachee en el gel ,dispuestos uno frente el otro,haciendeles 

peser mea corriente elictrics fea decir uno inmunodifumidm acelerada, 

ye que loe emlfgenos difunden hacia el ánodo y loe anticuerpo, culpe 

officee hect* el cátodo a las condiciones de pa y fuerza ionice 

utilizadas 	tel manero que cuando ambos es encuentrenoe produce 

una rsaocidn entfgeno-enticuerpe ,formfndoze une o varias baldas de 

inmlnopescipitedo dependiendo del ndmero de eictemoe antfgena-enti 

cuerpo presentee,que *perecen deepude de 45-90 minutos de haberes 

iniciado el corrimiento electroforético . 

Le mikersci6n de los anticuerpos hPciP el ciftede es favorecida por el 

efecto electroendosadtico (K10 .11:1 EEC, se produce por le existencia 
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de cargas negativeg sobre le superficie de ageross, les cueles 

atraen iones de cerge contraria ,haciendo que le capa de liquido 

que se encuentra estrechamente en contacto con lo superficie del 

gel adquiere una oarge neta opuesta al someter este sistema a un 

campo eléctrico ,se genere una fuerza eléctrica Ole match sobre 

este líquido ~elido positivamente (E30.1  ) t al cual migre hect* 

el cátodo arrastrando a los anticuerpos cuya carga neta es muy po 

bre ,logrando así su sigracide bocio el antígeno .El antígeno debe 

tener predominio de carga negativa pere lograr que migre hacia el 

polo (+ ) . El -- se puede aumentar ,si se utilizan amortiguadores 

de distinta ooncsntracidn idnicaoriendo menor en el gel da "giros* 

(0.01 ) en comperscién con el di lo odiara de ablectroforesis (0.05) 

( 19,20 ) • 

2.2 Ignipo t 

Cimera de electreforesie . 

Puente de poder . 

Bombo de vacío . 

Cámara hdmeda . 

Balanza tonalftica . 

2.3 Ratería' 

Portalobjetos . 

Horadadores de 2.5 sm de dilmetro . 

Capilares de 9.0 mm por 1.0 mm de diámetro interior 

Placas de vidrio coman de 30225 cm . 

Probeta de 100 ■1 . 

Pipetas de 10 ml (1/10 ) 

Papel Whatman Iro .1 

?ripié con tela de alambre . 
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Xechero . 

2.4 Reactivos 

- Amortiguador pera la cigarra> de electroforesie p118.6 112 .0.05 

Se disuelve el contenido de un fresco de amortiguador de veronel 

—acetato per, electroforeeie pf( 8.6 ,r/2 .0.01 (de fuente comercio].) 

en un litro de *gni. destilado ,se diluye 112 con agua destilad* pera 

temer aun r/2 0.05 . 

- Amortiguador pera le preparecién del gel de amero,* a 

1 partir del amortiguador de pE 8.6 ,r/2 .0.05 se prepara el amor 

Iiguldor par* el ge1,4iluyendolo en le proporoién de 115 con agua 

destilada * pera tener une tuerza idnica de 0.01 . 

- /serosa al 1.5 % 1 

Se mezclen 1.5 g de *garoso y 100 ml de amortiguador de pE 8.6 

r/2 . 0.01 ,me calienta basta ebullición en balo de agua .cle manero 

qme la moluciée esté completamente clero . 

- *ger puma el 0.5 lit 

Se disuelvas 0.5 g de *ger purum em 100 ml de aloa derttlada mn un 

bello de *su* e elbult4m.G. *hect= cum la *elucida esté oompletamente 

clere . 

2.5 Método 1 

2.5.1 Preperaciél de las places f 

- Sellado de los portsobjetoa 

Los portaobjetoe perfectamente limpio, y desengrosados ,ee bereisan 

coa el sur puma al 0.5 % fundida,dejenedolo solidificar a tes 

peraturs ambiente . 

- Se colocan loe porteobjetoe sellados ,sobre una superficie perfecta 

mente pleno y nivelede . 
0 - 81 gel de ageroer fundido es deje enfriar r aproximadamente 80 C 



y mediante une pipeta precalentado ,se colocan 3.0 al en cada 

porteobjetos ,rapertiendole uniformemente ,de manera que quede 

une cape homoglines,se deje solidificar perfectamente el gel de 

agur y se colocan en refrigeración durante unce minutos . 

Se perfore el gel con un horadador conectado e un sistema de recio 

utilisende une pluatilla especial ,quedando como ee muestre en la 

fig. 3 	I» a» A 	B 

O 112 00 WO AlSitios de aplicación par. 

sueros . 
O ch O 	O O 	• 

BeBitioe da aplicación pare 
• • a 	C o é 

los antígenos . 
Vig . 3 

2.5.2 Aplicación de los antígenos y de los cueree . 

Coa capilares diferentes.** colocan loe sueros a estudiar ea cada 

uno de loe posos que oerresponden a lee filias A y los antígenos ea 

ea las poso' de las filas B fig . 3 . 

Be colocas les places en las cimeras de electroforeeis ,de tal me 

mere que les posos conteniendo los ardemos quedea ea el lado del 

catado y los mueres en el del &todo . 

Las cceadiciones del corría:mito electroforitico son: 

a) kmortigeador pare la cámara de electroforesis pa 8.6 ,r/2«.0.05 

b) Voltaje 130-160 T . 

o) Potencial 4 —5 Vom • 

11 contacto entre el amortiguador de la amare de electraforeets y 

la placa del gel de *ger se esteblece mediaste tires de papel 

filtro Whetmen Me . 1 . 

Be deje cerrer dmrente 45 — 90 minutos . 

2.6 Iaterpreteción 
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Se registran el mísero y carecterfsticas de las bandas de preci 

pitacilfn que sprrecen nare los diferentes antfRencs. 

Le presencia de bandee de precipitecidn entre loa entrcrenos y los 

sueros ,se considera como reacción positiva .La aumencia de bandee 

de precipitación entre loe antígenos y loe sueros ,se considera 

negativa . 

Si se necesario ,les laminilla. pueden ser %elides con cualquiera 

de los colorantes per' proteines ( ver Pog M ) • 

3. IXIMELECTROPORESIS (IEY) . 

3.1 Fundamento s 

En este técnica se combinan dos de las propiedades mío importantes 

de loe antígenos y anticuerpo' isu capacidad de movilización en un 

campo eléctrica (elsctroforesis ) y su capecided de precipitar en 

un gel al reaccionar con su antígeno o anticuerpo específico.E1 - 

método consiste ea dos pesos t 

primero les proteínas del antígeno se esperen por electroforeeis y 

sábsecuentemente se les hace reaccionar coa su correspondiente - 

amtieuerpo,con le que resulta le formación de líneas de precipita 

atén individuales ea el sitio de reaocién antígeno-anticuerpo . 

Eh le IU,se esperan edecuedements los diferentes complementes de 

mana sustancie antigénica 	migración de loe /antígenos y esti 

influi:de por le carga ,temelo y formo de la molécula, 

así como por su concentrecién Juerga idnica y pE del amortiguador 

empleado utambien intervieneible tempersture,la viscosidad del 

medio y la intensidad del campo eléctrico ( 19,20 ) . 

3.2 Equipo 

César, de electroforesis . 

'teste de poder . 

B.lansa analítice . 
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Potencilmetre 

Bomba de vacio. 

Cleare Mimada . 

3.3 Ileiterion 

Porta:objetos . 

Horadador de 2.5 me de di:teatro . 

Cortador rectangular de 55 x 2 val 

Papel What:~ Yo .1 

Piscos de vidrio coerdn d• 30 x 25 oe . 

Nivel de gota . 

Capilares de 9 x 1 ma de dilmetro interior . 

lplioadores de madera . 

Hisopee . 

lechero 

?ripié con tela de alambre 

Bele da aguo . 

%trames lrlee■eyer de 250 el . 

Probeta graduada de 100 al . 

Pipetas de 10 el (1/10 ) . 

Plastilisa . 

Secsbecados . 

3.4 Reectivos s 

— 	Amortiguador paro electroforeais pa 8.6 ,r/2 .0.05 

Se disuelve el contenida de un fresco de amortiguador de vermaal— 

acatado pera electroforeuie pE 8.6 ,r/2 .0.1 (de fuete comercial), 

en un litro de •gas destilada ,se diluye 1s2 con agua destilada 

para temer un r/2 0.05 . 

leproso el 1.5 % . 

Se disuelven 1.5 g de egaross en 100 al de amortiguador de pa 8.6 
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r/2 - 0.05 ,se caliento hasta ebullicidn en beizo de agua, ,de 

manera que la solucidn estd completamente clara . 

- Agur purum al 0.5 % $ 

Se disuelven 0.5 g de altar pura en 100 el de agua destilado en 

un balo de agua e ebulliciern ,basta que le **lucidas está comple 

temente clero . 

- Solucidn acuosa de azul de bromofenol al 0.05 % 

Se disuelven 0.05 g de son de bromofenol en 100 el de agua des 

tilada . 

3.5 84todo 

3.5.1 Preperecidn de les places s 

▪ Sellado de loe portsobjetos 

Loe porteobjetos perfectamente limpios y desengrasados ,se barnizas 

mediante un hisopo con agur puma fundido y es deje solidificar 

temperetura ambiente . 

54 colocan los porteobjetos mellados sobre una superficie plena 1 

nivelada 

- 111 gel de *garoso el 1.5 % fundido se deja enfriar sproximedameste 

a 80°  C y mediante ama pipeta precalentado ese colocan 3 ml ea coda 

portaobjetos ,repartiendola uniformmeente ,de manera que queden ea 

mea cape homogénea ,se dejo solidificar perftotamente el gel de sor 

y se colocan en refrigerecidn durante unos minutos . 

- Se colocan las laminilla,' sobre la plantilla especial ,con el 

heredader :se practican los cortes circulares y con el cortador 

rectangular se boom los cortes de los canales como es indina en 

la fig. 4 . 	rig . 4 

o 

o 
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- Al hacer loa cortes con el sacabocados ,se retira anicascnte el 

hl de agur de loa doe cortes circulares . 

3.5.2 Corrimiento electroforetico 

- Se colocan los antígenos en estudio en loe posos centrales y una 

gota de azul de broeofinol en un poso lateral . 

- Sellsnan con amortiguador pare electroforeeia los compartimientos 

de la cámara . 

- Si deposite le laminilla en le cigarra de dectroforesis ,colocando 

adecuadamente loe puentes de papel filtro Whatmen Ro 1 . 

- Se tape le amara de electroforeeis ,se conecte la fmente de poder 

y ee deja correr durante 90 a 12Q minutos de 130-160 7 .:1 'corrí. 

miento puede suspenderme cuando le mancha del colorante ha llegado 

▪ otee cetrera° . 

3.5.3 Insunedifusidn (precipitación con anticuerpos ) 
- Se retire le placa de la amare de electroforesis y se coloca 

en una amere de hdmeded . 

▪ Se quita el agur del canal . 

- Mediante capilares,se deposita el suero hiperinmune correspu-ndientio 

repertidndelo uniformemente por todo el canal . 

- Se deje difundir de 24 a 48 horas pera que es lleve acabo la imano 

precipitad& . 

3.6 Interpretocidn 

- Se registren los resultados ,observando loe leminillaa con luz in 

directa para apreciar mejor los arcos 

escario oe puede tePir con cualquier colorante para proteínas 

(ver pan. 64 ) 

- Se determina el ndmero de componentes putigdnicos,que satán repre 

sentando, por cada una de las bandos de insunopredpitado que se 

observan . 
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4. 	TECNICA DE COICIACTC!: 

4.1 Pundemento 

Se basa en le capecided que tienen les proternen pera captar colo 

rentes como son el rojo de tiezíne ,el negro de amido,e1 rojo de 

Ponceau y el esul brillante de coomassie (24 ) 

4.2 Bauipo 

Agitador dr Boberner 

Balen» analftica . 

4.3 Material 

Probeta de 100 ml . 

Cajas de coplin . 

Papel filtre de pero greeee 

Metros volumdtrico de un litro . 

»treces Irlemmeyer de un litro . 

4.4 Reectivos 

- Citreto trieddico al 5 % 

Se disuelven 50 g de citreto de sodio en un litro de *gua destilada . 

- Seluni6W de Sarenmen pa 7.2 . 

Sol:mi& A : fosfato de sodio dibisice 0.15 mol/litro s 

Se dimunven 21.3 g de mion4  ea aproxima 

demente 500 ml de aguo destilada en un matraz 

volumdtrico y se aforo a un litro . 

Soluoidn B t Fosfato de potasio monobésico 0.15 mol/litro: 

Se disuelven 20.4 g de rispo4  ea aproxima 

demente 500 al de agua destilada en un metros 

yola:Atrio° y se aforo a un litro . 

Solución salina isot6nica (0.85 ) 

Se disuelven 8.5 g de Miel en eProximdmente 

530 ml de agua destilada em un matraz valuad 

trico y se aflora a un litro . 



Se mezclan partes iguales de les eolucioneelyByal hece 

una dilución 1120 con solución salina isoidnica (0.85 % ). 

- Solución de ícido acético al 1 % • 

- Colorantes que se puedea usar pera la tiocidn a 

Rojo de tiesta* el 0.3% en toido ecitico el 1 % . 

legro de asido 10 3 el 0.2 % en ¡cid* acético el 1 % . 

Rojo de Poneeeu el 0.2 % en ícido lacdtioo al 1 % . 

— Glicerol al 1.5 % en ácido acético al 1 % . 

4.5 'diodo 

4.5.1 Eliminación de precipitado, inespecfficos y de las protones& 

que M remotos" . 

Se emergen loas places en citrino trieddioo al 5 % duraate 20 

minutos . 

- Se lava* las laminilles con erre destilada y es cabrea coa tires 

de papel filtro humedecidas ,evitando que queden barbajas 

Rete  je:tea, a ten:Je:ratee: e=bdtli: de sl t kl 

- Se quita •l papel filtro y se esmerase las laminilla* ea la 

*elucida de Serena" ,y se oolocea ea el agitador de Bohermer 

Por 3-4 bares hacia wula varios cambios de la @elucida . 

— Si leve coe eras destilada durrnte 10 miautos 

4.5.2 lueolorecida . 

- Se escurre el colorante y se sumerges las lamiaillas ea @elucida 

de doide emético el 1 % durante )0 a 40 nimios ,laboleade varios 

cambios Jamete que el gel de amar quede incoloro y selameate las 

besados de precipiSmoida teftidas . 

4.5.3 Fijecidi t 

- Se ensergen les lemlaillas en glicerol al 1.5 % ea &ido ~hice 

el 1 % durante 15 minutas y se del* secar a temperatura esiblente 

- Se es requiere oemservar las plomas por mucho tiempo ,as puedes 
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sellar con une cape de barniz transparente después de que linea 

han "acedo perfectamente . 

5. RENAGLUTINACION INDIRECTA (ni) .NICROTECRICA . 

5.1 Pendesento t 

Le hemaglutinacién indirecta o pasiva (R1),es une técnica pera 

la identificsoidn de elitismos y la semicuantificsoién da antl 

cuerpos „en la que los glóbulos rojos de carnero o humano tipo 

*O" ,se utilizan come soperte pera fijar a su superficie casi 

todos los polisecdridos y ciertas proteína" antigdnioasouslided 

que se incremente cuando los eritrocitos son tratados con «maten 

cies tales coso el doido 	mediante unidn por etreocidn *lec 

troatétics , o bien por widén covelente del entiesa° proteinico 

aseado por ejemplo glutareldskido y presentándose la aglutinad& 

cuando se posea en contacto oon inmunoglobulinas espeoffiome . 

Pare semiouentificar las inmenoglobulines contenidas en una muestre 

se hacen resecimaer diluciones seriadas del suero con cantidades 

constantes de una euspensidn de eritrocitos sensibilizados con 

ua entigeno especifico ,la dilucida mofe alta del suero que date 

mine una aglutinación clars,se considere coso punto final de la 

~ocié"' y prosista el titulo de anticuerpos . 

Como sigamos sueros humano* contienen enticuerpes heterdfilos 

capaces de aglutinar eritrocitos de carnero,se debe incluir un 

control de los mismos eritrocitos tamizados sin sensibilizar . 

Si existe aglutinación ,la prueba se repite con el suero pro 

vilmente adsorbido con eritrocitos de ternero tenizados (2432) 

5.2 Equipo s 

Centrifugo clínica . 

2~ de aguo regulado a 56°C . 

Die de agita regulado s 37°  C . 
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igitador de Benerner . 

5.3 Xateriel 

Xicrepipetes de 0.05 y 0.025 ml . 

Milutores de 0.05 ml . 

Placas de microtitylación fondo en " U " . 

Tubos de centrifugo cónico* de 15 al ereduados . 

Pipetas de 0.2 y 0.1 ml ( 1/100 ) . 

Pipeta, de 5 y 10 ml . 

Pipetas capilares con bulbo . 

Yesos de precipitados de 50,100 y 200 al . 

Matracas lrleumeyer de 50 y 125 el . 

Gradilla . 

5.4 Reactivo* 

- Solución anticoagulante de citrino de sodio al 3.8 %, 

Se prepare une solución de nitrato de sodio el 3.8 % disolviendo 

3.8 g de Introito de sodio en 100 al de agua destilada . 

Si esteriliza ea autoclave a 121 °C y 15 libras de presión , 

durante 15 minutos y se conserva en refrigeración . 

Solución concentrada de fosfato de medio dibilsico 0.15 mol/litro t 

Se disuelvan 21.3 g de Xe2SPO4  en aproximadamente 500 ml de *gua 

destilada es in ~tres volumítrico y aforar s un litro . 

- Solución ~cm:trade de fosfato de potasio monoWsico 0.15 mol/litre. 

Se disuelven 20.4 g de KB
2
PO

4 
ea aproximadamente 500 ml de agua 

destilada en un maitre?. yclunttrico y aforar a en litro . 

- Solución de cloruro de sodio 0.15 mol/litro . 

Se disuelven 8.8 g de Noel en aproximadamente 500 al de agua de* 

tilada en un metros volusitrico de un litro y se aforo . 

- Solución salina amortieuxdP con fosfato* (SS/F),0 7.2 

r/2 e. 0.015 : 
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Si aeselan las siguientes soluciones . 

Sol.de WaCI. 0.15 mol/litro 	100.0 al 

Sol.de 1a211P04 0.15 ~1/litro 	24.0 al 

Sol.de KE
2
PO
4 

0.15 mol/litro 	76.0 al 

Solucidn salina amortiguad* con fosfato* (SSár).pE 6.4 • 

r/2 .1 0.15 s 

Se mezclen lea siguientes soluciones 1 

Sol. d. MaCL 	0.15 mol/litro 	100.0 al 

Sol. de 1.2EP04  0.15 mol/litro 	32.3 al 

Sol. de KB2PO4 0.15 mol/litro 	67.7 al 

Se ajusta el pE de loa amortiguadores . 

- Seincide de ácido tánico 1120,000 s 

Se posea 0.1 g de ácido tdaico y se disuelven ea 100 el de SU, 

pE 7.2 (dilucide hl 000 ) . 

Pare preparer la dilapida 1120,000 ole tomen 2 al de la aoluoidn 

*ulterior y se agregan 38 al de SSAP pE 7.2 . 

— SU? pE 7.2 adicionada del 1 % de amero normal de oonejo . 

5.5 M'Ud. s 

5.5.1 Temisedo de loe global°s rojos a 

— Los glóbulos rejos „se easpenden en oitrato do sodio 3.8 % ,y se 

laven tres veces ce» 331? y« 7.2 ,cemtrifugamdo a 2 000 rpm 

~ente 5 minutos . 

- S. aide el paquete celnler y ee baos ene suapencida al 2.5 % 

egregeado 4 al de SSAP pE 7.2 'Por cada 0.1 ml di ~oto de 

glébulos rojos . 

- Eia la tullo de easaye se tomes 4 ml de le su...asida d• eritre 

cito* al 2.5 % (promuramdo que la suspensión esti bomogdaem ) . 

- Se agriosa In vol:masa igual de ácido tánico 1120 000 

- Se lambe le motel* ea bid% de agua e 37it ~sate 15 minutos. 
68 



- Se centrifuga a 2 090 xpel durpnte 5 minutos ,se retira el eehre 

»adiete con un* pipeta capilar ,es resuspende en SU? pH 7.2 y 

as vuelve e centrifugar durinte 5 minutos . 

—, Se retira al eobrenedante y se resuspende el paquete de gldbuloe 

rojos en 4 mi de SU' 	6.4 ,para tener nuevamente la suspen 

cían al 2.5 % . 

5.5.2 Sameibiliseoidn de los eritrocito. con antígeno t 

- Los gldbulos rojos te:asado. se sensibilizan agregando un volumen 

igual de la dilucide thtima de antígeno en SSAF pE 6.4 (tour — 

2 ml de la smagnmeidn de células tanisades al 2.5 % y agregar 

2 .1 de ls dilucida óptica de antígeno ) . 

- Se guarden los otros 2 ml de célele. tamizada. . 

incuba im mezcla ea bolo de agua e 37°C dureate 15 minutos 

- Se retiren las células del bei% de aguo y se centrifugan durante 

5 minutos e 2 000 rpm . 

- Se docente el sobrenadente y se Levan les Ulula* dos veces por 

cantrifugacida e 2 000 rpm por 5 minuto, con SSIF pi! 7.2 *di 

alomada da suero normal de conejo . 

Se ajusta el ~rete de células el 1.5 %,resuepemdiendo ea 3.3 al 

de SU? pE 7.2 adicionada de enero normal de conejo . 

- Los 2 mi de eritrocito, tamizados sin semaibilisecida ,se ajustes 

a une concentrecidn de 1.5 % en SU? pE 7.2 adicionada de suero 

mormel de conejo (centrifugar ,retirar el sobrenadente 7 agregar 

3.3 ml de SSAP pE 7.2 adicionada de suero normal de conejo ). 

5.5.3 Pormalinisecidn de loe gldbulos rojos . 

Cuando se requiere preperer mayores cantidades de eritrocito. sem 

itbilizedom pera uso frecuente ,se posible preservarlos y esti% 

usarlos tiesto por seis meses,si se tratas con formalina (farm 

linisecide ),per elgune de las técnicas ene se han descrito (32) 
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uno de estos métodos ce el ame • continuación se describe o 

- A los glóbulos rojos seneibilisodos y sin seneibilizeción 

se les adiciona lentamente t rata e gota .1 ml de formalina 

al 40 % por cada 10 ml de suspensión (a cada uno de los 

tubos se leo agrego 0.2 al de formato» al 40 % ) . 

- So dejo reposar 18 horas a 4°  C . 

▪ Se agrego= otros 0,2 al do formalins el 40 % a codo uno de 

los tubos . 

- Cuando los células han sedimentado (después de 2 6 3 días ), 

me retira con SSAP OR 7.2 adicionada de suero normal de conejo 

- So agitan nuevamente las ensiles y se sillade une gota (0.05 al ) 

de formalina al 40 % . 

5.5.4 Iszt,...=A......wiét dit 	 &pelos del. antimonio 

- Se PrePsron 4 diluciones del antígeno en SSAP OE 6.4 ,por 

ejmnplo 1:20 4:10 ,1180 y 1s160 . 

- So meneibilisan los glanaloa rojos con cada dilución de antígeno 

como se indicó enteriornente . 

- Se pruebe con un suero positivo y otro negativo ,cado una de Loe 

erampeasioses de oritricitos soneibilisados san las diferente* 

dilaciones del antígeno .le mis boj; dilución del antígeno que 

proporcione el título Bou elevado ces el cuero hiperimmane y no 

reaccione cono' suero negativo ,se consideraré el Óptimo . 

5.5.5 Desarrolle de le pruebo t 
- Sa inactivas los sueros problema o 56°C durante 30 minutos o o 

63°  C , 3 minutos . 

- Sia todas los excavaciones de la placa de microtituloción se 

agrega con una micropipetp 0.025 al de SSAP 0111 7.2 adicionada de 

suero normal de conejo . 

- Se carga el nicrodilutor con 0.025 ml de suero problema y se 

coloca en el primer poso ,se 'mezcla perfectamente y se trono 
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fiaren 0.025 ■l el poso siguiente ,repitiendo este proceso 

hasta le dltime excevecidn de la hilera de donde se desoer 

tan 0.025 el . 

- A cede dilucida del estere e se 'dicten* con une eiorepdpete 

0.025 ■1 d• le suspensión de glóbulo• rojos el 1.5 Igeensi — 

t'Usados . 

- Se coloca le place en egltedldn derente 1 a 3 shimuto. . 

- 3• deja reposar la pisos a tempereture ambiente durente 2 e 3 

horra . 

- Se hace le lectura . 

5.5.6 Controles requeridos : 

Control del diluyente t 

Se depositen 0.025 ■1 de SSAP adicionado del 1 % de cuero serian 

de oonejo ea une hilera de posos y as agrega 0.025 al de le 

euepenside de oflubss sensibilizada' al 1.5 % 	•ates 

pesos a• deber0 observarse eglutinecién . 

Control de sueros 

Se pruebea les mismas diluciones del suero problema oon srl 

trocito* sin sessibilisar pero ver le presencie de maticnerpos 

beteréfilo . 

▪ Se bocea las mimo* diluciones del muero control positivo y os 

egregia 0.025 al de eritrooltos seasibilisado■ a cada eme de les 

OZ451151010545 . 

- 54 realizo le mimas °perecida con usa suero negativo oemsoide . 

5.6 Interpretad& 

- La dilucida ida alto de suero que muestre une bomeglutimoidn 

clers,se considere como el punto final de le reeccidn y repre 

beata el tftsle del anticaerpos . 
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▪ Se debe obtener en cede pruebe un valor aproximad. al titulo 

del suero control positivo y no debe haber reaccidn en ninguno 

de loe pozos con el enero control negativo . 

- Las diluciones del mero problesa no deben presentar reacción 

de aglutinación con lo■ eritrocito• sin sensibilizar . 

- Si existe aglutinación ,le pruebo se repite con el muere 

previamente adsorbido con eritrocitos de carnero sin sensibilizar 
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