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INTRODUCCICN 

Una de las enferrredades tl'ás frecuentes que se presentan en el 

Servicio de Alergia e Irummolog!a Clfuica del Hospital Gral.

de ~o, es la alergia al EXJlvo casero. En los pacientes -

produce procesos de asma, rinitis, infecciones de las vías -

respiratorias altas y en algunas ocasiones ecze:na. 

roo alergenos utilizados en las pruebas cutáneas son nuy im -

portantes caro ayuda en el diagn6stico clínico. (10) 

En el esttrlio de extractos de polvo casero, se uenciooa que -

est.ID oonstitu!dos por una mazcla heterog~ de hidratos de 

carl:lono y nucop:rotefuas, que se supooe san los que causan los 

sfntaias. Paterscn y CDl. (21) rrencionan que las propiedades 

alel:gizantes del. polvo casero var!an dependiendo del tredio -

anbiente. Ios extractos canpletos de polvo casero, ccntienen 

alergenos provenientes principalrrente de bacterias, ~caros , 

nohos y caspa de animales. 

Ia situaci6n geogr§.fica de la ciudad de México, con su creci_ 

nú.ento dem:lgráfico e industrial desordenados , el · fecalisro, -

la basura, han dado lugar a un atm'ento :importante de los ~ 

tomos de las vias respiratorias, en ocasiones con c::crtplicaci~ 
res serias, debido posiblem;mte al gran contenido de bacterias; 

p:>r lo tanto, los extractos de polvo casero pueden contener -

endot:oxinas nú.crobianas y es por ello que algunas veces des -

p00s de la inyecci6n del preparado se registra el amrento de -

temperatura corporal, y esto se debe a los productos pirogW!_ 

oos. (9) 



El objetivo principal de este trabajo es denostrar la presen -

cía de endotoxinas microbianas en el extracto de polvo casero e 

intentar por irétodos qu!micos la el:imi.nacioo de los factores -

irritantes de dichas enCbtoxinas, conservando su pcxler .innumo

~CX>. 



CAPI'IUU> i l 

1.1 .l\NI'EX:EDENl'ES 

En 1980, van· Behring descubrió el uso profilfu=tioo del anti.sue

ro contra la toxina diftérica. En la btisqueda de otros antisue

ros profilácticos Portier y Richet notaren una reacci6n sene -

jante al choque anafiláctico, en un perro sensibilizado a la 

toxina de una anénnna marina: derxminaron a esta reacci6n nociva, 

anafilaxis para distinguirla de la profilaxis. En la ~ si -

gtliente se reconoci6 a la fiebre del heno y al asma ccm:> equiva

lentes a la :reaccif.n cbservada en el animal, y se consideró a la 

histamina CCllD el rrediador fannaoolOgioo primario de tales s!nto _ 

mas. (10) 

Al.mque saberos que la funcilSn del sistena inm.Jnitario es proteger 

al h~sped de los antígenos extraiios, las respuestas inm.mes ano.:: 

males pueden pmiucir lesi6n de los tejidos y enfermedades. Gell 

y a::arbs han clasificado los necanism:>s de las lesiones hísticas 

i.n!Wnol6gicas en cuatro tipos distintos de reacci6n, lo que per -
mite OCl!prender rrejor la inmunopatogénesis de la enfemedad. 

TIPO 1: REACCIOOFS 1\NAFIIACI'ICAS O DE HIPERSENSmILIDAD ll'IMEDIATA. 

Ia mú.ISn del antígeno a anticuerpos IgE prefomados unidos a la -

superficie del mastocito o del bas6filo libera nediadores ccm:> la 

histamina, la sustancia de reacci6n lenta de la anafilaxis y el -

factor quimiotáctioo eosinofilico de la anafilaxis, que producen 

las marú.festaciones clínicas. Ejerplos de enfennedades tipo l son 

el shock anafiláctico, la rinitis al~ica, el asna al~ica y la 

alergia aguda a la penicilina. 
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TIPO 11: REl\CCIOOFS CI'lOl'OXICAS: 

En las reacciones citot6xicas se p~ la uni6n de un anticuerpo 

IgG o IgM a un antígeno, unido a su vez a una célula. 

La uni6n antígeno-anticuerpo activa la cascada del OC11plerrento y 
detennina la destrucci6n de las células (cit6lisis) a la que está 

unido el ant.!gerx:>. Son ejerrplos de lesiones h!sticas por ese rrec~ 

nisrro la anemia hem:>l!tica inmune y la enfe.nredad hem:>H.tica Rh -

del reci€n nacido. 

TIPO 111: RFJ\CCICNE.S MEDIADAS POR INWN:XXMPLEJCS: 

ros ~lejos se foman cuando los antígenos se unen a los 

anticuerpos y generalnente desaparecen de la circulaci6n por la 

intervenci6n del sistema fagocítico. Sin errbaJ:go, el depl5sito de 

los caiplejos en los tejidos o en el errlotelio vascular puede -

producir lesiones hísticas rrediadas por i.mra.mocalplejos. Dos fac_ 

tores importantes qoo conducen a la lesüin por este rrecanisno -

son el incrarento de la cantifuil de carplejos circulantes y la -

presencia de aminas vasoactivas, que aummtan la penreabilidad -

vascular y favorecen el dep6sito h!stico de los oarplejos. El -

dep6sito de inmmocanplejos oondicionq la activaci.6n del canple_ 

nento, la generaci!Sn de anafilotoxinas (C3a, CSa), la quiroiotaxis 

de leucocitos pol.i.m:>rfonu::leares, la fagocitosis y la lesi6n h!s _ 

tica. Son ejerrplos cl!niex>s de este tipo de reacci6n la enfeme -

dad del suero, algunas nefritis y determinados aspectos de la en
docarditis bacteriana. 

TIPO lV: H<LPER>'ENSmIL!D.l\D TAm>IA: 

La hipersensibilidad tardía está irediada principalrrente por los 

linfocitos T. IDs ejercq:>los clásicos de este tipo de reacci6n son 

la prueba cutfillea de la tuberculina y la dermatitis de mntacto. 

(28) 
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tas reacciones tipo !..son-las que tienen :importancia en este -

trabajo, debido a que son las responsables del proceso alérgico. 
Posteriomente se descubrió que podr1a emplearse la piel para -

haoer el diagn6stioo especifico, y que una serie prolongada de 

inyecciones de estos antfgenos podr1a aliviar los sintaras alér_ 

gicos. (10) 

Ilctualmente sabem:ls que esos antígenos rejoran en fo:i:ma notable 

los s!ntatas alérgicos, enplclindose rutinariamente caro ayuda en 

diagn6stico cltnico. 

Fué asi CXJlO se encontr6 que las endotoxinas de bacterias Gram

negativas principal.Ilente eran los elenentos pirogénicos cuya -

presencia era necesario verificar en el alergeno inyectable, co _ 

.no causa principal de las reacciones irritativas especificarrente 

en el alergeno de polvo casero¡ por lo tánto su neutralizaci6n -

seria recarendable para obtener vaetmaS que se toleren bien, y -

ese sería un parruretro del control de calidad en la elaboraci6n -

de estas vacunas. 
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1.2 CIASIFICACICN DE ros ~ 
INHALABLE.S 

Polvo de casa 

P6lenes 

Alergenos de Semillas y derivados 

~ origen vegetal otras partes de la planta 
INHAIABLES Hongos (esporas) 

Emanaciones olorosas 

uctos epiteliales 

Lana 

Plumas 

Pelos 

origen 
.{ caspa Carpletos 

Insectos Alas y otras porciones. 

Emanaciones. 

Alex:genos de origen diverso 

(24) 
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1. 3 EL l?OLW CASE:ro CM> ALERGENO 

Kern (1921) y Cook.e (1922) (5) fueran los prilTeros que dedica -

ron su atenci6n a las propiedades alerg~cas de los factores ca_ 

seros, al describir casos de asma bronquial condicionados por la 

sensibilizaci6n al polvo casero. · 

El trabajo de Adelsberger (1929) fue 'lll1º de los prinm'os intentos 

para revelar el principio activo del alergeno de polvo casero. La 

fracci6n obtenida por este autor era term::>lábil y se disolvía bien 

en agua y soluciones salinas anmtiguadas pero no en los disol ~ 

tes qu.1'.mi.cos oJ:dinari.os. 

Gran aporte en la identificaci6n de los carponentes especfficos -

activos del alergeno de polvo casero ha sido la serie de infames 

:realizados por Boatner y Col. (1942) y Sutherlarrl (1942) (27) • ~ 

<liante pz:ecipitacianes fraccionadas del prcxlucto original, oon la 

utilizaci6n de disolventes o~cos y sulfato de arronio, el grupo 

de Boatner realiz6 la concentración de los preparados. 

Sutherland enple6, caro nétodo para el fraccionamiento del' al~ 

no de polvo casero, la adsorci6n del alergeno en ácido benzoico, 

el cual. generalrcente ha sido utilizado para la obtenci6n de glu~ 

protehtas. Al prcxlucto obtenido rrediante filtraci6n se agregaba -

acetona, provocando oon ello la diluci6n del &ciclo benzoico y al 

mism:> ~ la precipitaci6n del alergeno; para eliminar los ~ 
tigios del ácido ben7.0ioo, el alegeno despu¡§s de centritugado se 

lavaba con acetona, alcohol y éter. El preparado se secaba al va_ 

c!o, a terlp;!ratura arrbiente, se disolv!a en agua y se volvfa a 

precipitar con acetona. 

luego se :realizaba difilisis oontra &cido cítrico al 2% y el prcxlus:_ 

to resultante era propiarcente el alergeno. 
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Algunos autores cerro Versie (31), !-bnard y Geubelle, perfecx:iona

ron el ~todo descrito. En todos los casos los preparados obteni

dos se caracterizaban por su actividad alta en las pruebas cutá -
neas. Tratados con <icido clorhídrico O.SN (lOO"C) las propiedades 

alergénicas desaparectan, solarrente, rrediante hidr6lisis con con

centraciones mayores de este ácido. 

!?ara la identificaci6n de los carponentes activos, primero se em

pleo la electroforesis en solución arrortiguada de fosfatos (pH8l 

y para obtener una infol:lllaCi6n más C<lJllleta, se utiliz6 crana~ 

f1a en colunna de DEAE- celulosa. Las fracciones obtenidas fueron 

gluooprot:e!nas. 

En la literatura de los años 60 dedicada a la alergología, apare

cJ.6 una serie de trabajos qoo indicaban la gran :irrp:>rtancia de los 

microácaros- nmrab?phagoides pteronysinus y D farinae en el de

sarrollo de la sensibilización y de las manifestaciones de las -

macciores al polvo casero, en los pacientes con enfenredades al~ 

gicas y de los 6rganos del o!do, mariz y laringe. 

G.V. Gurguenidze (1976) realiz6 tarrbién las pruebas intradfu:micas 

con el alergeno del polvo casero en pacientes con asma bronquial 

at6pica, y result6 que en los in:lividuos con el grupo sanguíneo O 

la incidencia del asma de origen alfu:gioo al polvo es bastante más 

alta, en cxrrparaci6n ron los pacientes de los grupos sanguíneos A 

y B. 

o::.nviene señalar, una vez más, que el sustrato del cual ~ elabora 

el preparado incluye un sistema eoo16gico CCt!i>lejo, integrado por 

materiales org~icos y por representantes del micranundo. 
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1. 4 NA'ltJRALEZA <mMICA: 

El polvo casero se canpone de material orgánico e inorgWco, 

y se ha delOstrado que el material orgánico in:luce s!ntanas a_ 

lergioos. El polvo inor~iex> puede provocar s!ntanas en grado 

variable rn'iliante irritaci6n inespeclfica, pero la alergia a ~l 

es rara (30). 

El análisis del extracto de polvo casero por inmunoelectrofore _ 

sis, a:mfinna su CXl!lplejidad derrostrando 43 inrounoprecipitantes y 

confirmando la presencia de Jlg derivados, caro ya se rnencion6, de 

ácaros, caspa de animales y de hunanos, proteÚlaS séricas de . h'llll!! 

ros, hongos y una gran variedad de oontenido de endot:axinas. 

I.Ds extractos de polvo de casa de diferenes partes del rm.irxlo pue _ 

den tener igual reacti.vidad cutánea, sugiriendo al nenes, acrnpo -

nentes alergénióos de Ag cx:mmes. (18) 

El agente aler~co del polvo casero, parec!a desarrollarse du -

rante el proceso de envejecimiento de las fibras de algcx16n y po _ 

siblemente a traws de la acci6n de una autoenzina o caro un pro_ 

dueto de desdoblamiento de la acci6n bacteriana o de la prolife -

raci6n de los trohos. (13) 

En :i:esunen; el polvo casero es una l!'ezcla variable de muchos ~ 
nentes y está c;onsti.tuido en un 40% a 50% por sustancias orgánicas; 

en cerca de 30% por cuarzo; all:ededor del 29% por minerales de ar

cilla y en aprox.ima.dam:mte el 10% por cal. (13) 
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CAPI'IUID i 2 

2 .1 GEm:RALIDADES: 

Sabem::ls que la endotaxina es un earplejo proteína-polisacárido 

-lipoide. (29). Ia calidad anti~ica especifica del CCllplejo 

está detenninada por el carlxihidrato, que no es t6xico en sí -

rnisno. Ia fracción proteica tiene poro poder antigénico, pero 

posee notable capacidad para cnrbinarse a:in los carbohidratos 

de otras especies Gram-negativas, as! caro con los polisacfu-i_ 

dos hll!laOOS del grupo A, y hacerlos antigénicos. 

Estos ant!genos han sido estudiados detalladartente por Boivin 

y Col. (20) 

. Un amllisis de la fracción oo polisacárido libre del lípido A, 

:indica qoo coosiste de un gran po:r:centaje de !icido-Lbeta-hidro_ 

:ximir:1stioo y ácidos similares; tani>ién pudo ser detectada -

hexosamina-P en la p:reparaci6n. (26) 

LJ:>s s!ntaras producidos por las endotoxinas son: elevaci6n de 

la tanperatura, shock, diarrea, postraci6n, hiperglucemia se -

guida de hipogluoemia, congesti6n, edema y hem:Jrragias en vís

ceras abdaninales y pulm:mes. Estas toxinas forman parte de la 

pared celular de los organisl!Os intactos y se supone que lo -

sintetiza la rretbrana ci topl§smica. ras toxinas crudas de este 

tipo parecen tener m1s o rrenos la misma proteína, independien

te!lente de la especie o de la virulencia inherente a la cepa de 

la cual se derivaron. (25) 
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2.2 EFre!OS BIOICGICX>S: 

Ios efectos biol6gicos producidos son varios: 

l) Fiebre; 2) reaccifu alterada a la adtena.lina; 3) cheque vascrre_ 

notor; 4) necrosis henorragica en tt.lllD.res malignos; 5) abortos en 

animales ; 6) necrosis cutánea; 7) reacción de Schwartzman local 

y generalizada, y 8) un efecto protector no espec1fioo de las en

dotoxinas. 

2. 3 1ICTIVIDTID PIRO'.DITCA DE IAS ENIXY.IDXINAS: 

El necanism:> de la producción de fiebre por la inyección de endo

·toxinas ha sido revisado.por Bennet y Beeson, Cluff, t'bxl y 'lbo

mas (29). El ha\'bre tiene el misrro mbral que algunos anirrales P!!. 
ra el est!mulo pir6geno de la endotoxina, pero a ·dosis mayores soo 

nás pirogánicas y t6xi.cas para el harbre que para el conejo. Este 

material pirogénioo es muy potente, y produce en el hali:>re :reaccíe_ 

nes febriles intensas con O .1 micrograrros de una endotoxina puríf.!_ 

cada. 

OJando se inyecta al conejo diariarrente endotaxina, van teniendo-

cada vez rrenos fiebre y final.lrente no presentan reacci6n febril ; 

de~s de varias semanas vuelve la reactividad. 

Esta reagividad alterada se llam:l tolerancia, ya que no se ha de_ 

oostrado que intervenga una :reaccif.n ant!geno-anticuerpo. (25) 

Se ha observado qoo las endotoxinas aturentan profundartente la caP!:!. 

ciclad del siste!lla :ret!culo - errlotelial y la actividad funcional 

tanto de los polim:>rfonucleares .caro de los fagocitos nononuclea-

res. 
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La naturaleza de la mspuesta del huésped ~ las endotoxinas difi~ 

te de la respuesta inmmol.6gica c~ica en dos fo:i:mas principal -

nente. 

- La instalación es ext.ren'ada!rente r&pida, tanto, que su derros~ 

ci6n se presenta en horas y la " provocación" del efecto p:>r un -
s6lo producto es seguido por una actividad centra un anplio grupo 

de organisrros ~negativos no relaciooados. 

Esto sugiere que las endotoxinas pueden est:ilrular en el h~ la 

producci6n de anticuerpos que tienen "especificidad nu.ütiple" o , 

altemativairente, que las bacterias Grarn-negativas poseen un antf 

~ CCl!Úl, posiblem:mte en el cntp>nente lip!dioo de las endoto _ 

xinas, oontra el cual se producen anticuerpos. J\Gn no se ha dato! 
trado un ant!geno exdln. 

EKisten otras posibilidades, caro por ejerrplo que alguna "sustan_ 
cia inespec!fica capaz de actuar OCllO anticuerpo" puede aparecer 

de~ de la adm:i.nistraci6n de endotoxina. 

Tanbién puede (X)!1Siderarse la posibilidad de que las endotoxinas 

est:ill1ulen un a'l.llrellto general en el nivel de anticuerpos que, aun_ 

que son específicos individualnente, en este caso la aparente -

"especificidad mfiltiple" puede ser una ccnsecuencia de una acti~ 

cifu de todos los anticuerpos que poseell'Os. (17) 
llla serie de estixli.os carenzados en 1941 por Delawnay y Boquet les 

pennitieron describir las reacciones características de los pr~ 

ros estados de la respuesta sistémica a las endotoxinas de bacte _ 

rías ~negativas. Mis tat'de, 'lllcrnas observO que después de una 

inyecci6n intravenosa de endotoxina en cooejos se producía una ~ 

tensa y proloogada oontracci6n arteriolar, respuesta análoga a la 

estinulaci6n oon afuenalina. 
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Ios puntos de senejanza entre las reac::ciones a adren.ali.na y a -

end::>toxina incluyen leucxx:itosis, inflamaci6:l de tejidos con la 

p:roducciOn de petequias herrorr~gicas y necrosis en la pared del 

est:órago, y fuera del tracto gastrointestinal en los n6dulos -

linfátioos rresenMricos, y necrosis fibrinoide de la pared de -

arterias roronarias. cada uno de estos efectos ha sido cbserva

do en anlmlJ.es de experirrentaci6n ~s de la administraci6n 

de adrenalina y endotoxina. (29) 

La endotoxina tiene acción en algtjn área daninada por la reac _ 

tividad de la adrenalina, enoontr~se as! que inyectando en -
una regi!D de la piel una IreZcla de en:'lotoxina y cdrenalina se -

produce localrrente una necrosis herrorr~gica. E.sta lesi6n aurenta 

en tamafu e intensidad a las 24 hrs. 

As! misrro, se ha observado que la endotaxina produce una dr~tica 

alteraci6n de la acci6n de la adrenalina, convirtiendo el efecto. 

nomal vasoccnstrictor en un efecto necrosante poderoso, capaz de 

causar necrosis hem:>mgica en la piel. 

E.sto se debe a la respuesta vasoo:nstrictora de los vasos capila

res periféricos producida por la adrenalina. 

Pequeñas dosis de endotoxina producen un gran aurento de la vaso_ 

cmstric::cioo en vasos que no son afectados no:cmalrrente por la ~ 

naUna...:' .; Las dosis grandes causan una reversi6n de este efecto~ 

Se cree, por lo tanto, que la acci6n de la endotoxina es aparen~ 

nente sobre los vasos sanguíneos, arterias y venas (aGn las ~ 

ñas venas qoo nomal.Irente son las nenos reactivas) y las arteriolas 

precapilares, impidiendo la citculaci6n capilar y auren.tando la -

presi6:l sangu!nea en el interior de las *ul.as unidas. 

11 



En el estudio de 'lllanas tarrbién se encontraron petequias henorrá

gicas en capilares dilatados, vtmulas y estais sanguínea. 

Al iniciar estos est\Xlios se ¡;ensaba <i1E la adrenalina era la ~ 

pensable del cuadro de necrosis, pero se encontr6 que la adrenalf. 
na inyectada se destruye rápidarrente: su vida rredia en el organi!! 

reo es de unos minutos, produce una vasoconstricci6n en la mayor .:. 

parte de las redes vasculares e :inpide así la r~pida absorción de 

la endotoxi.na, dando lugar a la necrosis. 

Al aplicar pequeñas dosis de la imzcla de endotoxina y adrenalina 

se crea un estado no espec1fioo de tolerancia a los efectos pato

lógicos de la endotoxina, caro son pirogenicidad, postraci6n, shock 
y la :r:eacci6n de swartzm:m, los cuales no se presentan si se repf. 
ten dosis de la nezcla en el mism:> animal, debido a la acurm.ü.aci6n 

local de leuccx:itos. 
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CAPI'ruW # 3 

PREPAru\CICN DE ANl'IGENJS 

Act.ualnente en todo el numdo la preparaci6n de ant!genos se real! 
za de acuerdo a tcétodos emp!rioos. (B) 

No es aconsejable substituir un extracto de una fabricaci6n cal -

otro, sin que se lleve a cabo de nuevo una prueba cut.1nea para g~ 
rantizar su actividad terapeütica. (23) 

De la selecci6n de los alergenos dependen los resultados del tra~ 

nú.ento y la calidad alergénica. 

En el caso de productos preparados oon organisrros vivos (par!isitos, 

insectos, animales, bacterias, plantas), es necesario especificar 

la extracci&, condiciones de vida y origen, edad, dieta y ITedio 

de cultivo. 

En el i;x>lvo es necesario indicar claraneite las oondiciones en que 

se tar6 y oónserv6. 

En'R1!C'lUS AI.EroENICOS TERAPEUI'ICOS:Actualnimte los extractos se -

encuentran caro: 
1.- EXTRAClts AanSOS; Se p:i:eparan oon distintos productos ClCIID p6_ 

lenes, derivados epidfu:rnioos, ho!lgos, polvo daréstioo, veneno de -

insectos y alircentos. El material, antes de extraerse, generlrrente 

se desengrasa oon un disolvente org§nico (~ter) , se suspende a 4oC 

en un voluren det:enni.naik> de suero salino. fisiol6gico y se deja -

nezclar durante 4 o Irás horas. Seguidalrente, esta nezcla se es~ 

liza nediante filtraci6n en .filtros de nerci:>rana. Ia metodolog1a -

la detallcu:aros ~ adelante: 
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Antiguairente, los .nt!dicos confeccionaban sus propios extractos -

pero hoy en día la mayoría adquiere productos concentrados(p.ej. 

diluciones al 1: 10 6 al 1: 20) de finnas correrciales y preparan ~ 

luciones estériles en la coosulta. I.os extractos acuosos se ~ 

den en 4 fornias: cx:mservados en fenal, conservados en glicerina, 

liofilizados y oonservados en fenol ccn albdm:ina s~rica caro es~ 
bilizante. 

1.1 LOS EXTAAC'.OCS OONSERVAOOS EN FENOL son los más utilizados cc:iro 

prcxluctos terapelíticos. El fenol (0.2 - 0.5%) inhibe el crecirni~ 

to mi.crobiaro, pero los extractos pierden potencia más r~pidarren

te que los glioerinados, especialmmte con 1:em¡;;eraturas de alira -

cenamiento elevadas y diluciones dfil>iles. 

Tener presente el factor tfumiro es Íil1?0rtante, ya que los rrédicos 

suelen tener sus extractos terapelíticos y para pruebas cu~eas a 

la tercperatura anbiente durante nn.ichas horas al dfa. 
ü:>s extractos deben rrantenerse, sienpre que sea posible, entre 2 

y sºc. 
Ia diluci61 de las soluciones antigénicas acelera tant>i~ la p€r

dida de potencia, y las preparaciones diluidas ( más de 1:1000 ) 

para pruebas o tratamiento deben can'biarse por lo rrenos cada 2 -

neses. 
1.2 IDS ~ GLICERINAtlCS (cx:nservados con glicerina al 50\ 

cai o sin fenol) sai rcejores que los fenolizados en lo que !!le re_ 

fiere a la ~rdida de potencia alerg~ca. Se utilizan para prue _ 

bas epicutáreas ( escarificaciOn o ptmci6n) , y si se diluyen a ~ 

nos del 5%, pueden enplearse tanb.i61 para pruebas intradfumicas. 

Ias concentraciones elevadas de glicerina atmentan la incidencia 

de nolestias y reacciones localelil. 
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1. 3 IDS EXTRACTC6 LIOFILIZAOOS se fabrican rrediante un proceso de 

congelaci6n-desecaci6n, que da lugar a un material antigéiioo es

table que retiene su potencia cuando se reconstituye. 

Debido a su elevado precio, los extractos liofilizados se utilizan 

principalrrente para prácticas de poco voluren y trabajos de inves
tigaci6n en exceso. 
1.4 Caro diluyente para los extractos de prote!nas de veneno, se 

utiliza una solución de ALBUMINA SERICA h\.lnana nonnal al 0.03% -

(0.9% de cloruro s6dico y 0.4% de fenol), la albúnina ~ica h~ 

na constituye un excelente estabilizador para los extractos aler_ 

gfulioos. 

2. - PREPARACICNES PRECIPITADAS CDN AilllBRE son extractos acoosos 

absorbidos scbre hidr6xido de aluminio, para retardar la liberaci6n 
del antígeno y prolongar así. el estrrm.u.o antigénioo. Estos agen _ 

tes se enplean exclusivarrente para i.nnunoterapia, y no con fines 
diagn6sticos. 
Existen en el carercio extractos precipitados oon alurrbre (Center 

- AL) de gramí.neas, árboles y malezas. I.Ds estudios sobre la efi
cacia de esos extractos son incarpletos, pero entre sus inconve -
nientes figuran los siguientes: 

- Un.a mayor incidencia de :reacciones locales y forrnaci6n de n6du _ 
los ( en carparaci6n con los extractos acuosos). 

- Ia posibilidad de que se produzcan ra1eciones sistémicas tardías 

por ;J..a liberaci6n lenta del alergeno. 
- !rnprecisiOn en la dosificacioo del alergeno, cuando las suspen

siones se rrezclan insuficienterrente. 
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3 .- EXTRACroS PRECIPITAOOS EN AlllMBRE Y EXTRAIOOS CDN PIRIDJNA 

(Allpyral ) 

P.acen uso de una base terciaria débil, la piridina, para extraer el 

polen no desengrasado antes de proceder a la precipitación oon al'l11_!!. 

bre. En estudios con antígeno de arrbrosía, el proceso de extracci6n 

con. piridina parece alterar o destruir la alergenicidad del mate

rial, lo que produce ni.veles de anticuerpos bloqueantes y benefi

cios cUnicos zrencres, pero también nenos reacciones locales. 

4.-IJS NUEVAS ro~m.s DE EX.TBACroS para .i.nrrumoterapia, no disponi_ 

bles en el a::iren.rcio en el IID"ll:mto actual, pueden reducir las rea.!:_ 

ciones al~cas frente a los extractos y mantener integra su po
tencia de i.nnwogenicidad. Entre esos productos, se encuentran los 

'antígenos alergoides, polirrerizados y fotoinactivados. 

4 .1 Para producir los ANTIGENOO .ro:.ERroIDES, se tratan con fo:orol -

los extractos de polen. cuanao se catbinan con lis.llla amo ad~ 

te, producen rrayores títulos de anticuerpos bloqueantes que los -

extractos totales de polen por sí solos, al aurrentat la toleran -

cia a tma mayor cantidad de proteína sin que se produzcan reacci~ 

nes locales. La rrejorl'.a cHni.ca obtenida con esos productos es e_ 

quivalente a la que se obtiene con los extractos totales. 

4 .2 IA POLIMERIZACICN del antígeno E o de extractos totales de ~ 

len de arrbrosl'.a y gramíneas con glutaral.deh!do produce una respue!!_ 

ta cUni.ca favorable, y se precisan m:mos :inyecciones que con los 

extractos acuosos. 
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4.3 LA FO'roINPCl'lVJICICN con luz ultravioleta pemite administrar 

dosis mayores de antigenos ron rrenos efectos adversos, sobre to_ 
do los extractos de polvo dcrréstico. (28) 

Ios procedimientos generales a seguir en la preparaci6n de estos 

alergenos san: 

1) IEducir •'Ü tamaoo de las· partículas por trituraci6n o disgre_ 

gaci6n. 

2) :Eerover las grasas. 

3) Extraer la fracci6n soluble. 

4) Filtrar para eliminar las partículas. grandes y clarificar el -

extracto. 

5) Dializar para rerrover contantinantes, irritantes y rraterial co-

lorido. 

6) Esterilizar, pasando a tra~s de filtro bacteriol.6gico. 

7) Probar la esterilidad por cultivo,..,.. 

8) Estandarizar. 

9) Diluir los extractos, para usarlos en pruebas cut.ineas y en ~ 

tarnientos, para tener las o:mcentraciones apropiadas en las ~ 

luciones inyectables. 

1) RE!XJCCICN EN 'I21MA00: 

Ia extracci6n es m§s eficiente si el naterial que va a ser extra!. 
do es pulverizado y reducido a part:!culas lo más pequeñas posible, 

para p:r:esentar el n1!rrero más grande de particulas al rredio de ex

tracci6n. 

2) ELIMINACION DE GRAS11§_: 
La protefna es la parte :ilnportante del naterial de extracci6n y -

debe estar libre de inpurezas. 
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Ics pOlenes tienen una cantidad significativa de grasas que es ~ 

deseable para prop(5sitos de pruebas cutáneas y terapia especifica, 

p::>r lo qoo debe ser rem::wida por ext.racx:i6n. 

Particula?lOOllte otros materiales alergélicos ani>ientales y ali.lre.::! 

tos a:mtienen tarrb~ grasas; algunas frutas, vegetales y nnhos -

son la excepción. 

Para desengrasar se adiciooan solventes orgánicos a la trezcla y -

los Irás usados son éter, fonnaldeh!do, tolueno y acetona. El éter 
se coosidera el m:?jor desengrasante para los pole11es, el fonrol -

para cabeJ,J.os, polvo y nnhos; el tolueno es satisfactorio para ~ 

dos los materiales excepto pOlenes, carne y pescados. 

El trétodo de extracci6n Irás sinple es cubrir el material que se -
va a desengrasar con el solvente y agitar, canbiarrlo el solvente 

a intervalos frecuentes. El material se expone al aire y se deja 

secar. 
3) EXTRAOCICN: 

El propOsito de la extracción es obtener la fracción alergénica -

soluble en agua del material. 

Prácticamente ninguna soluci6n fisiol6gica puede ser usada para -

la extraccifu. Ias soluciones empleadas en E.U. y Gran Bretaña son 

las siguientes: (6) 

1.- SOluci6n salina am:>rtiguada (EW\NS) 

- Cloruro de Sodio 
-~----

- Fosfato noncMsio::> de potasio ------

- Fenal------------
- Fosfato dibásioo de Sodio anhidro ----
-Agua destilada c.b.p. -------
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2.- Fluido de extraccioo alcalina (COCA) 

- Cloruro de Sodio ----------- Bicamonato de Sodio -------
-Agua destilada c.b.p. -------
-Fenal ----------3. - Glicerosalina ( Stier) 

5 g 

2.75 g 

1000 mL 

4 mL 

- GliCE.rina 4. 60 mL 

- Cloruro de Sodio 40 g 

- Agua destilada c.b.p. 1000 mL 

4.- Glicerosalina (CCCA): Se trata de un fluido dei extraccioo 
(2) alcalino con partes iguales de glicerina. 

5.- Fluido de extraccioo oon ~a (Unger). 

- Iectrosa ------------ 45 g 

- Bicaxbanato de Sodio ---·----- 2 g 
- Fenal 5 mL ---------------
-Agua destilada c.b.p. ------- 1000 mL 

6. - Soluci6n arrortiguadora de. glicerol ( Alles, Piness, Miller) 

- 1 parte de RH2P04 40. 85 gfe¡L 

- 4 partes de K2HP04 52 .27. gfe¡L 

- 5 partes de glicerina. 

7 .- Atoortiguador de Fo:i:maldeh!do Sulfoxilato de Sodio. (Stauss , 

Spain ) • 

- Fosfato ~ido de potasio ------
- Hidr6xido de Sodio 1N -------
- Fo:analdehl'.do-Sulfoxilato de Sodio __ _ 

-Agua destilada c.b.p. ·-------
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El fenol se enplea caro conservador, la consistencia del flu!do 

no -es el factor más :inµ>rtante; lo más importante es la calidad 
irritante o la falta de ~sta en la fil.tima dilucioo, y la :i;x:>ten-

cia que tenga el extracto. 

la glicerina actlla caro estabilizador y pennite que el extracto 

mantenga su potencia por un período de tienpo.considerable, al

gunas veces a lo largo de 7 a 10 años. 

En el New York Graduate Allergy Lab., la Coca alcalina cano fl!!_í 

ao,·, de extracci6n es usado para pólenes, hongos y polvo. 

El aroortiguador salino es usado para alg¡mos al:inentos y pelos -

de animales; el flu!do de Fonnaldeh!do-SUlfoxilato de Sodio se -
usa en diferentes al.úrentos y tabaco, y el líquido de Stier para 

aliirentos. 

~ acueroo oon Vaµghan, el uso apropiado de el extracto es~ re_ 

sumido a oontinuaci6n: 

1) Para v1a intracutánea la sol. de Evans es un buen diluyente -

glioerinado de extraccioo. 

2) Para pruebas intradénnicas oon pólenes y polvo, la Sol. de E

vans tan'bi~ es buen diluyente. 

3) Para pruebas de escarificaci6n, los extractos glicerinados son 

los rrejores. · 

El prooeso de extracci6n es un si.nple acarreo de partículas por -

agitaci6n del naterial a ser extrafdo en el líquido de extracción, 

por varia; dias; una vez obtenida la rrezcla, agitar rrecánicanente 

hasta que la nezcla tenga color. Es preferible llevar a calx> la -

extracci6n con el flu!do dentro del refrigerador durante el tiem

po iOOicado, o en un cuarto frfo. 
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CLA.RIFICJ\CIOO: 

Este proceso tiene por d:>jeto eliminar partículas. grandes. La e~ 

rificaci6n se lleva a cabo, oon papel filtro o algod6n, varias ~ 

ces si es necesario. El filtrado es un,l!quido relativairente libre 

de material particulado. cuando el material es gelatinoso se le ~ 

diciona algt'.in "ay00a filtro", caro tierra de diatan&:ea, que ayu

da al px:oceso y a la clarificaci6n del material. 

DIALISIS: 

El liquido ootenido es ooloreado y quizá contenga sustancias irri 
tantes. El extracto alergénico puede aclararse por diálisis, para 

lo cual se o:>loca el extracto en un tubo de diálisis, y éste se ,... 

introduce en agua o soluci6n am::>rtiguadora. 
Las part!culas que contienen el material alergénico se mantienen 

en el tubo y salen las m:>léculas caro el material coloreado y los 

electrolitos. Se cant>ia el Uquido dializante hasta que no tenga 

cx:>lor. 

CX>N:ENI'RACION: 

Se puede ooncentrar por sinple pervaporaci6n el extracto alergé -

nico dentro de la bolsa de celof§n, para lo cual se expone al aire 

hasta el volurren deseado ( en frío de preferencia) • 

ESI'ERILIZACION: 

Si el principio activo alerg~co es tenrolábil, la esterilización 

se hace por IOO<lio de placas o nerbranas filtrantes capaces de re

tener gétmmes contaminantes y el liquido filtrado se recibe en un 

na.traz estéril. 
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" 

PRJEBAS DE ESTERILIDAD: 

El objetivo es probar que no existan mic:roorganism:Js aerobios ni 

anaerobios en el waterial alergénico filtrado bacteriol6gicamente. 

Se enplea medio de tioglicolato con 1 % de agar. Se sierbra e inC!! 
ba durante siete días a 37e, y si hay crecimiento se debe volver 

a filtrar. Para contI:ol de contaminantes ¡;x:n:i hongos se utiliza el 

madi.o liquido de Sabouraud. (6) 
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CAPI'IUI.O # 4 

4 .1 MATERIAL Y REP.CTIVOS 

- M:dios de cultivo especlficxis para entei:OOact:erias. 

- Acido triclo.roa~tioo al O .1% 

- SOluci6n de Evans. 

- l\drenalina al 0.1 % 

- Pe:r6xido de hidr6geno al 2% 

- !\!activo de Lirrulus 

- SOluci~ Salina Isot:6úca. 
- Polvo case.ro de diferentes regiones de la IepGblica. 

- Material para pruebas de rutina del lalx>ratorio de Innu.molog!a 

y bacteriología. 

- Cbnejos de 1.5 kg de peso, de raza Nueva Zelanda. 
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4 .~ ME:IDOOUX:iIA 

PREPAru\CION DEL ALER:lEOO DE POLVO C'A.SEID: 

Ia preparaci6n del alergeno de polvo casero tuvo por objeto hacer 

un oonoentrado de este extracto, para ser E!!ll>leado en las pruebas 

de endotoxinas y en la detmdficaci6n por oxi daci6n. 

Se utilizG el p~to de preparaci6n del Servicio de Alergia 
e Irmunología Clínica del Hospital Gral. de ~oo, SSA (24). 

Preparaci&. de Soluci6n de Evans (m:xlificada) : 

Na.Cl 
--------------~ 

Fosfato 1YD?Xlbásico de potasio -----
Fosfato d:i.básioo de sodio anhidro ----
Fenol ---------------
~ destilada c.b.p. --------

5 ,9 

0.36 g 

7 g 

4 . g 

1000 mL 

Eh todo el estlxlio el Evans se prepar6 sin fenol para evitar irri

taci6n en la piel de los an:inales. 

Una vez preparada esta soluci6n se suspendieron 100. cj de polvo e~ 

sero en 100 mL de la misma. 

Se agit6 durante 6 horas, se centrifug6 a 1 500 rpn. durante 5 min. 

y el sciJrenadante se puso a dializar, contra agua destilada, para 

eliminar el exceso de sales. 
Posteriomente se conoent:J:6 hasta 1/4 del volunen original. 

Se centrifyg(S 60 min. a 3 000 rpn., se filt:J:6 a esterilidad ron -

netbrana de O. 22 rni.cmtetros, se distribuy6 en frascos estériles 

y se canoerv6 en refrigeraci6n. 
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IDENI'IFICACION DE B1lC'IERIM VIVAS EN EL POLVO CASEro. 

El polvo casero en estulio puede cxmtener bacterias, ya sean vivas 

o mErtas. 

Ia identificaci6n de las bacterias es nuy :inportante para pOOer: -

J:elacionar la presencia de ellas oon el tama.ro de la zona de ne -

crosis en los oonejos. 

Para la identificaci6n de las bacterias se prepararon los siguiE!!!, 

tes nedios de cultivo: • 

- Agar Salnonella - Shigella (SS) 
- Agar &:>sina.L azul de ll'etileno (F.AM) 

- h]ar Verde'-Brillante (v /13) 

Se hizo una suspensi6n del polvo casero (_lg de polvo en 2 mL de -

soluci6n salina isot6nica) y se inocul.6 O .2 mL de la misn'a en cada 

caja Petri con los rredios nencionados; a las 24 hrs. se obtuvo CJ:! 
cimiento y se hizo tinci6n de Gram de material obtenido de algunas 

colcnias a fin de cantar con una base para realizar las pruebas -

bioqufmicas. Por nedio de estas pruebas pudim::>s identificar colo

nias de E. ooli y de Klebsiella pnemroniae. 
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PREPARl\CION DE ANl'IGEtiOS TIPO BOIVIN: 

I.os antfgenos Boivin son carplejos de protemas- llpidos-lipopol:!:_ 

sacáridos. Estas sustancias pueden ser aisladas de varias bacterias 
por extracci6n cxm 1icido tricloroacético, dietilénglicol o por di

gesti6n trfptica. 

MSroOO DE PREPARACICN: 

1) Se pesaron 2 granos de polvo casero proporcionado IX>r los pac:!:_ 
entes de: 

- Hidalgo 

- Jalisco 

- La Paz 

- Pacífico 

- Centro Norte 

- Bajío 

- D.F. 

- Sur 
- Mezcla de todos los ante

riores. 
El polvo debe ser recolectado de la siguiente manera: 
Se le indica al paciente qm no sacuda, ni aspire su casa por lo 

nenos durante una semana o 15 días. Pasado este tiercpo se debe ~ 

coger el polvo de los nruebles, colchones y alfanbras, de prefeJ:'e!! 
cia con aspiradora y depositarlo en una bolsa de papel, no debe -

usarse en este tierrpo insecticidas y procurar recoger el polvo de 

lugares en donde no haya rm.icOO sol. 

2) Se suspemi6 cada Il'D.leStra en agua destilada fría, en \lll volu -

rren de 5 veces su peso seco, y se dej6 a -20ºe por 3 Hrs. con un 

voltmm. igual de 1icido triclol.'Oa00tico fdo al 0.1%. 

3) Se agit6 durante 24 hrs en un agitador tipo "Shaker" y luego se 

rentrifug6 por 60 min. a 4 000 r¡:m. 
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4) Se dializ6 cootra agua destilada en frío durante tma semma. 

5) Se ooncentr6 hasta la mitad del volurren original, por perva_ 

poraci6n en frfo. 
6) Fi.nalnente se prob6 en conejos aplicando 0.1 mL del ant!geno 

tipo Boivin oon O .1 mL de adrenalina fil 1 % , por v1a intradér _ 

mica. (12) 
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OB'l'EOCICN DE 'l'OXINA PURA a:f.'D CXX'1l'roL POSITIVO: 

E'll este trabajo se enple6 una cepa de Saln'onella ~atiphY B. 

El prirrer paso fué verificar la pureza de la cepa y una vez CXJip~ 

hado que se trataba de una cepa pura se prosigui6 a la extrae_ 

ci!D de la endotoxina. 

a) Se xeoogi.6 el crecimiento de las cajas Petri con soluci6n sal!:_ 

na isot6nica, y se de¡x:isit6 en tm tubo est:&il. 

b) Ia extraccilin de la endotoxina se llevó a cabo por el nétcxlo -

tipo Boivin ya xooncionado. 
e) ~spués de centrifugar a 4 000 rpn. durante l hora, el procedf. 

miento fue igual al zrencionado anterionrente ( puntos del 4 al 

6). 
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PmJEBA DE LlllJWS 

Esta prueba está destinada a detenninar la pxesencia de sustancias 

pirogénicas en un material inyectable y /o de sus materias primas, 

por ocrcparaci6n con las pruebas in. vivo sabre el anejo. 

Se exrple6 esta técnica porque pennite conocer con gran sensibili

dad, rapidez de ejecuci6n y facilidad de aplicacilXl, la presencia 

de pi:r6genos en nuestra muestra de prueba. 

EUND.?IMEN.ro: 

El principio del néb:Xlo se basa en la formaci6n, a un tienp:> de -

tenninado, de un gel o coágulo , sefialando la presencia de p~ 

nos en el Iia'l\mto en que 0.1 rnL del reactivo de L:i.nnll.us es puesto 

en pxesencia de 0.1 mL del producto en ensaye, mientras la nezcla 

es nantenida a 37ªC. 

Ia. sensibilidad es 15 a 20 veces nayor que la de la prueba en el 

crnejo. 

'.IECNICA: 

Freparaci6n del reactivo ( Prueba de Limulus para pir6genos, lbnti 

de ~oo, S.A.). 

- 1.2 rnL de agua para inyectables estéril y ap~ca, se agrega 

el reactivo liofilizado. llgitar sua"VeIOOnte para evitar la fo~ 

ci6n de espuma. a:msel:Vclr entre +4 y +8°C. 

- Departir ~pticaroonte el reactivo a razón de O .1 mL en tubos -
cm tapa y desp~dos, cuyo ~tro no debe pasar de 7 .Srrrn. 
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- Ponerlos en baño maria a 37°C. 

PREPAR11CION DE LA MJESTRA A ENSAYAR: 

- Ajustar. el pH entre 6 y 7, ~pticaxrente, utilizando ~do clo,;: 

h!drioo O .1 N o bien can Na OH O. lN preparados con agua estéril 

y ap~nica. 

PREPAR.l\CICN DE IA SOLUCICN TESrrGO rosrnVA: 

- Soluci6n de enfuto:icina a la concentraci6n de 5 ng/mL. 

Tiene por objeto verificar la ausencia de poder :inhibidor de la

soluci~ a ensayar. 
ENSAYOO Pm::r..IMINAR&S: 

~Testigo negativo que oontiene 0.1 mL de reactivo y 0.1 mt 
de agua para inyectables. 

Tubo 2 Testigo positivo que oontiene 0.1 mL de la diluci6n de en_ 

endot:ioxina y .O.LmL de agua para inyectables, est:á'il y a_ 

pitogénica. 

~ Testigo de prueba de inhibici6n y endotoxina de referencia 

dilu!da en la soluci6n a ensayar 0.1 mL + 0.1 mL del reac_ 

tivo. 

I.a lectura se efect1la al cabo de 15 minutos de incubaci6n a 37"C. 

IA PRJEBA ProPIAMENrE DICHA: 

- A 0.1 mL de reactivo de Linullus, agregar 0.1 mL de la soluci6n 

a ensayar. IDs tubos son observados al cabo de 15 a 20 rnin. de 

incubaci6n a 37°C. 

- Gel finie -------

- Ausencia del Gel -----
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(11). 

ros resultados cbtenidos en las llUlE!SLras probadas fueion 

POLVO C1\SEID 

- Sur - Gel finre 

- Bajío - Gel finre 

- D.F. - Gel f ir.re 

- Hidalgo - Gel finne 

- Pacffico - Gel finre 

- Ia Paz - Gel finre 

- Centro N:>rte - Gel finre 

- Jalisco - Gel finre 

- Polvo casero conc. sin detoxificar - Gel firne 

( nezcla ) 

- Polvo cxmc. detoxificado (rcezcla) - Gel finre 

-· 
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ME."roOO DE INCCl.JIM:ION EN CCNF.JOS 

Para poder realizar este trabajo se necesitaron conejos de aprox_f. 

madammte 1. 5 kg. Se debe tener la plena seguridad de que los aI1!:_ 
males estuvieron en cuarentena y que no tienen ningtín padec:i:miento. 

El prooedirn:tento utilizado. M el siguiente: 

- Rasurar el conejo de los costados, rrojan::lo el pelo con detergE!:!!, 

te y agua. 
- Limpiar perfectairente bien la zona de inoculaci6n. 

- cuando estén limpios aniJJos costados, se aplica cada una de las 

nuestras a probar, con un espacio de 2 an. entre cada inyecci6n. 

- Dtplear jeringas de tuberculina o insulina es11!riles y nuevas, 

cai aguja de 25 por 16 mm. 

- cargar la jeringa con 1/10 mL del extracto y 1/10 mL de adrena

lina. 

- Colocar un control positivo que será un extracto de Salrronella 

paratiphy B ( endotoxina pura) . 

- Colocar un control negativo de Evans y adrenalina. 

- Leer las reacciones a las 24, 48 y 72 hrs., y anotar resultados. 
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ME'rox> DE DEroX!FICACION 

El primar rrétodo empleado fue el que probaron Dean y J\damson en 

1916 quienes exper:immtaron la detoxificaci!Sn del bacilo disen

térico por oxidaci!Sn con per6xi.do de hidr6geno al 2%, encontrando 

que la propiedad protectora del antígeno fue oooservada, en tanto 

que tm 90% de la toxicidad se elimin6. 

!Ds extractos se scrreten a la oxidaci!Sn con perl5xi.do de hi.dx6geno 
al 2% durante 24 hrs. a temperatura arrbiente. 

Ia relaci!Sn de extracto y per6xi.do es 1:1 

Este rrétoeb no di6 los resultérlos esperados puesto que el conejo 

present6 necrosis en manar grado, pero tuw reacciones secundarias 

de edana e inflamaci6n de la zoo.a en donde se prob6 el extracto. 
Debido a ~to se busc6 un nuevo rrétodo de oxidacHm, enpleando tma 

oxidaci6n directa con oxígeno burbujeado. (14) 

- El extracto cxncentrado se oxid6, burbujeando oxígeno del enpl~ 

do en los enfenros, durante 1 hr. 

- '1bdo debe realizarse est:&il.rrente y el extracto obtenido debe -

conservarse en refrigeraci6n. 

!Ds resultados c:btenidos cai. este nétcdo fueron excelentes, los -

conejos no presentarai necrosis ni reacciooes sect.mdarias. Se p~ 

b6 en un cooejo sensibilizado al polvo casero y mantuvo su anti -

. genicidad. 
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4. 2 TABLA DE RESULTA!ni 

OOLVO CASEID PRESEOCIA DE INO'.'...'ULACIOO EN PRUEBA DE nr:x::t.JUICICN EN 

BACTERIAS. <nIDJOS CCN: LlMJWS cx:NEJOS DE ANTI -
Kl.ebsiella- ANI'IGEOO BOI - GENO + l\DRmALINA 

¡;:oeuroniae y vru + ADRENALI l'\C!'T\'l\l""IQN -
E. Coli NA. tti02 02BURBUJFJ\OO 

Sur + NOCROSIS GEL FI™E NOCROSIS -
Baj!o + NOCROSIS GEL FIR-IB NOCROSIS -
D.F + NECR:>SIS GEL FIR-IB NOCOOSIS -
Hidalgo + NOCROSIS GEL FIR-IB NOCroSIS -
La Paz + NECroSIS GEL FimE NECIDSIS -
CENrro Nte. + NEX:IDSIS GEL FimE NOCOOSIS -
Jalisco + NECIDSIS GEL FIR-m NECIDSIS -
Mazcla 
Concentrada + NECroSIS GEL F!mE NFI.X>SIS -



1 
4. 3 RE.SULTA003 Y CCNCLUSIONES 

En prirrer lugar, se rot1prob6 la presencia de bacterias vivas:~sto 

es importante para pcxler oorrelacionar la necrosis producida con

la cantidad de bacterias rruertas por desecación y por las condi -

cienes anbientales de cada 1.ugar y debe ser prop:ircional la can -

tidad de bacterias y la necrosis pro:lucida al extraerles sus ~ 

toxinas. 

La extracción de las endota>d.nas se hizo por el rrétodo de Boivin, 

y se detrostr6 la presencia de ellas por rreclio de la incx::ulaci6n en 

conejos, administrando adrenalina y endotoxina; un resultado posi

tivo era la necrosis producida en el piel de los oonejos. Los re

sultados fueron excelentes y se m:iestran a continuaci6n. 

La fotografta No. 1 

nruestra la necrosis producida por el testigo -

positivo. 

- Se elll>leo oato testigo positivo, endotoxina pura de 

Salrronella paratiphy B. 

- La necrosis es bastante aparente y se present6 a las 48 hrs. 

35 



roro:iRAFIA No. 1 

La fotograt!a lb. 2 muestra la necrosis producida ¡;or los extractos 

de cada una de los siguientes ¡;x:>lvos; a las 48 hrs: 

- Polvo casero del centro- norte; la necrosis se present6 clar~ 

te hasta las 72 hrs. en la fotografía se puede ver que es rrenor 

que otras a las 48 hrs. 

- Polvo casero del D.F¡ presenta zona de una necrosis muy grande y 

adenás se present6 desde las 24 hrs. 

- Polvo casero del Bajío: la necrosis fué rrenor que la del centro 

- norte. 
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- Polvo casero del Sur: la necrosis fué aparente hasta las 72 hrs. 

- Polvo concentrado detoxificado por oxidación con 1?3r6xido ·de -

hidr6geno al 2%: Ia necrosis M mucho mayor que en cualquiera 

de las otras I!lllestras probadas; se trataba de una rrez"C:la de to

dos los polvos caseros de las diferentes :regiones de la Iepli -

blica y caro podem:ls ver la detoxificaci6n por este nt!todo no -

fOO la adecuada. 

- El ccntrol negativo de adrenalina no present6 necrosis. 

:roDJGRAFIA No. 2 

~.i 

' 
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.La fotografía No. 3 presenta la necrosis producida por los extra~ 

tos de polvo casero de: 

- Jalisco: la necrosis producida fu:! bastante aparente y se pres~ 

t6 también desde las 24 hrs. 

- ~zcla de polvos y extractos concentrados: la zona de necrosis

fOO rrniy grande y se presentó también desde las 24 hrs. 

- Hidalgo: la necrosis producida por el polvo casero de Hidalgo -
M la nenor. 

- Pacifico: la necrosis es aparente y se presentó desde las 24 hrs. 

- Ia Paz: también el polvo casero de La Paz produjo necrosis, ªU!!. 
que de rrenor tamaño que la de Jalisco y la mazcla de polvos. 
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Una manera de a:>rroborar que en realidad el alergeno del polvo ~ 

sero contenía endotoxinas que al ser aplicadas con adrenalina p~ 

ducfan necrosis, fue aplicar un alergeno, en este caso de fresno 

cm 1/10 mL de adrenalina, y los resultados fueron los ~sperados, 

ro hubo necrosis, se observó durante 72 hrs. y los resultados 

fueron negativos. 

La fotograffa tb. 4 Il'D.lestra la ausencia de necrosis. 

ro.roGRAFIA l'b. 4 
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El ~gundo paso a seguir M ~ por rredio .de la prueba de 

Lirmtl.us que se trataba real.n'ente de endotoxi.nas; esta prueba es 

específica y Im.IY sensible para detectar pir6genos en inyectables. 

Todas las moostras prcbadas fuercm positivas, aGn la del polvo -

casero que había sido previanente detoxificado por oxidaci6n con 

pe.t6xido de hidr6geno al 2%. En un principio se pens6 que se -

trataba de una reacci6n falsa positiva, debido a que esta prueba 

es ImlY sensible y to:1o el material que se use debe estar libre -

de pir6genos, aful el agua para la preparaciOn de los extractos ; 

en el Servicio de Alergia e Innunología Cl!nica del Hosp. Gral • 

de ~co SSA. en la p:reparaci6n de los ale.rgenos se utiliza agua 

destilada y el Il'aterial. se esteriliza en autoclave pero no es ~ 
tado cx:n agua apirogénj.ca. 

Por lo tanto se vol vi6 a aplicar en los caiejos cada uno de los -

extractos de polvo casero y la necrosis fré aparente en todos a -

las 24 h:rs. El conejo que se utiliz6 para esta prueba era heat>ra 

y estaba prefiada; gracias a que la endotoxina se localiza en un -

solo lugar con la adrenalina, el an:ima1 no present6 ning(in efecto 

por la endotoxina. 

Q:mprobado ya por madi.o de los antígenos tipo Boivin y por la p~ 

ba de Limulus que los alergenos de polvo casero contienen endot:.ox:!:. 

nas capaces de producir necrosis, se prosigui6 can la detoxifica

ci6n. 
El prirrer nétcxlo de detoxificaci6n enpleado :fut! aplicado en una -

proporci6n 1:1 per6xido de hidl:6geno al 2%, los resultados no ~ 

rm los esperados caoo ya se dijo: en la fotografía No. 2 se puede 

notar la necrosis que se produjo al ser aplicado cc:n adrenalina. 
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Hubo una reacci6n secimdaria a los 3 dias, de edema e in.flamaci6n, 

provocadas quizá por el tratamiento dado al per6xido carercial que 

puede ccntener CClll;X)nentes irritantes. 
Se pens6 en otro nétodo rápido y que fuera 100% efectivo, pues -

nuestro objetivo principal era eliminar la capacidad toxigtfu1ica de 

la endDtaxina, manteniendo su capacidad antig~ica que es indiSJ?e!!. 
sable en el alergeno, debido a que la endotoxina es uno de los -
principales.causantes del proceso alérgico de los pacientes sensf. 
bilizados al polvo casero. 

El segundo nétodo enpleado fOO tma oxidaci6n directa del alergeno, 

para lo cual utiliz6 oxígeno para buJ:bugear directammte el alQr~ 

no durante nedia hora, y al ser probado el alergeno en el conejo 

disminuy6 la necrosis pero aGn apai:ecfa. 

I.a fotografía N:l. 5 nn:estra los :resultados. 
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Se vol vi6 a oxidar el ale.rgeno de la m:i.s.na manera pero durante tma 

hora y los resultados fueron excelentes; el conejo no present6 -

necrosis y no hubo reacciones secundarias. Se observ6 el animal -

durante una semana. 

Ahora se debía carprobar que en realidad el alergeno perdía la c~ 

pacidad toxi~ica pero mantenía su antigenicidad; para ello se -

utiliz6 un conejo que había sido previanente sensibilizado al IX>.!. 
vo case.ro, se prob6 que tuviera 3 cruces de reacci6n con el aler

geno ~leado actuallTente en el Servicio de Alergia e Inrrunolog!a 

Clínica del Hosp. Gral. de ~co SSA. , y se aplic6 el nuevo al~ 

geno oxidado. los resultados fueron favorables pues el aninal p~ 

sent6 la misma intensidad de reacci6n con anbos alergenos. 

!:e esta manera el objetivo del trabajo se llev6 a cabo obteniendo 

un alergeno de rrejor calidad y que conserva sus características an

ti~cas, lo cual es muy .irrportante para los pacientes puesto que 

se evitan xeacciones secundarias, causadas por las tox:ir.as que ~ 

dan de alguna manera causarle c:x:arplicaciones, OClllP un aurrento de 

la temperatura, que caro ya se dijo en algunos pacientes puede pa
sar desapercibida pero en ocasiones da lugar a una sintara.tologfa 

de mayor severidad. Es de vi tal inp::>rtancia que cualquier prepar~ 

ci6n para uso humano tenga tm estricto control de calidad, para ~ 

vitarle a los pacientes transtomos secundarios a la aplicaci6n -

del producto. E.s inportante hacer notar que todo el material anpl~ 

ado debe ser lavada y esterilizado correctane1te (Anexo 1), y se -
debe indicar al paciente de una manera clara y sencilla, caro debe 

ser aplicada su vacuna y la forma de mantenerla en condiciones ~ 

cuadas de t:err(:eratura. 
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El empleo de los alergenos en las vacunas no elimina el pedecimi~ 

to, pero de alguna manera, si es empleado adecuadanente, disnúnuye 

la sintaratolog1'.a y el paciente puede controlar su proceso al&gi

co por mucho tiempo. 
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1lNEXO 1 

USO ADECUAOO DEL MATERIAL DE Il\BORA'IORIO: 

Dl la práctica de alergia es r:uy .importante la linpieza y esteril!_ 

dad. Se debe tener un cuidado apropiado de viales y jeringas, no 

solo para prevenir enfent'edades transmisibles, sino tambilful para 

evitar la administraci.6n de un antígeno equivocado al paciente, lo 

cual es {X)Sible cua00o se usaron jeringas previanente, no se p~ 

di6 apropiadanente y tienen restos de otro antígeno. 

CUidado de la Cristaleria: 

1) lerojar y :rarover tapones. Los tapones se manejan por separado. 

2) Hervir los viales en soluci6n detergente ( por ejent>lo EKtran) 

por 3 minutos o rarojar toda la noche y enjuagar bien en agua. 

3) Enjuagar bien en ácido clorh!drico diluido (10 mL de ~cido clo!_ 

hfdriro en 4 litros de agua) llenando cada ooo de los viales. 

El objeto de este prooedimiento es neutralizar la alcalinidad -

residual de algunos detergentes, pero no tcx:los los detergentes 

lo necesitan. 

4) Enjuagar muy bien con agua corriente y finalnente con agua de!!, 

tilada . 

5) Extender los viales en toallá o en estante, pennitiendo el se~ 

do durante tcxia la noche, o secar en ho~. 

6) Esterilizar en autoclave a 15 lb por 15 min. (l.l hg/cm2), o en 

horno de aire seco a 160°C por 2 horas. 
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LAVADO DE JERINGAS: 

El s:iJll>le lavado con detergente no necesariamante renueve el rna~ 

rial antigrurl.oo, por lo que se requiere un enjuage escrupuloso ~ 

ra rerroverlo: 

IAVADO DE JERINGAS: 

1) Introdudrlas en detergente dilu.1'.do apropiadarrente. 

2) Enjuagar bien a chorro de agua. 

3) Enj~gar bien en agua destilada. 

4) Llenar la jeringa y renojar toda la noche. 

5) Enj~gar una vez más oon agua destilada y esterilizr en auto -

clave por 15 min. a 15 lb (1.1 kg/an2) de presi6n. 
ClJIDAOO DE .AGUJAS: 

Es Iln.JY importante que las .agujas estén bien afiladas; para pruebas 

intrcid&inicas esto es de vital inl>ortancia, si la prueba ha de ser 

realizada correctarrente. 

Se puede verificar que la .aguja esté afilada ~ola por algodón 

y ooservando la punta can un lente de atmento. Es recarendable ut!_ 

lizar .agujas desechables calibre 27 ( de insulina) • El lavado de 

.agujas desechables consiste en introducirlas en una soluci6n de~ 

gente y posteriomente enjuagar oon abundante ~gua destilada. Ia

esterilizaci6n se :realiza a 15 lb (1.1 kg/cn2). 

amlAOO.:DE: 'mPONF.S DE HUIE: 

1) ~tregar los tapones o cap.lCbones hasta :rarover cualquier péi!:, 

t!cula. 
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2) R:m:>jar tcrla la noche en soluci6n de~ente. 

3) lavar 3 veces a chorro de ?gua. 
4) Enjuagar con agua destilada. 

5) Secar por toda la noche. 

6) Esterilizar en autoolave a 15 lb (1.1 kg/crn2¡ por 15 min. 

~IZJ\CIOO': 

El prop6sito de la esterilizaci6n es destruir virus, hongos y ba~ 

ferias tanto en su fo:z:ma esporulada caro no esporulada. El uso de 

genn:i.cidas qu!rnioos tales cxm:> alcohol, fenol, sales cuatemarias 

de am.:>nio y agentes similates más bien resulta adecualo para desi!l 
fecci6n. El nétodo ~ adecuado es por calor. El calor destruye a 

la bacteria en el l~ donde i3e encuentra, al .igual que sustancias 

t6x:i.cas y enzimas. ~gunas bacterias san m1s dificiles de destruir 

que otras; por ejercplo las formas esporuladas que son resistentes 

al calor. Por lo tanto, un factor :importante en la esterilizaci6n 

µ>r calor es el tierrpo de exposici6n y los. grados de t:enpe.ratura

neresarios • 

Poode ent>learse: 

a) ebullici!Sn, b) aceite. caliente, e) presi6n de vapor y e) calor 

seco, oon el uso de h:>rno, es un rrétodo efectivo de esterilizaci6n 

para instnmentos oortantes, aceites, ceras, polvos y diversos -

materiales que resisten t:.ercperaturas de 160 a 180 ºC. 

El material utilizado en pruebas de alergia es babi tualrrente es~ 

rilizado en autoclave. 
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ES'lERILIZACiat MEC.ANICA ( FILTRACION B1lC'l'ERIANA) : 

Se errplea cuando el material a esterilizar es fluli:lo y puede ser 
desb:utdo por el calor¡ es particulamente imp::irtante para ~ 

tos alergénicos cuando la porción antigénica de éstos sea ternol! 

bil. 

El filtro nás E!!llJleado por largo tiempo es el Seitz, cuyas placas 
est&l formadas ¡::or fibras de asbesto y celulosa, pero en los Glt±_ 
nos aiios se ha generalizado el uso de filtros de naril:lrana por te_ 

ner algunas ventajas. 
F.s ccnveniente filtrar a presi6n para evitar la desnaturalización 

de prote1'.nas del extracto, lo cual puede ocurrir si se filtra al 

vac!o. (6) 

47 



BIBLIOGRAFIA 

4R , ... 



1.- Anderson, .r-t,y Baer, H. (1982) " Antigenic and Al.le.rgenic ~ 

. ges dur~g storage of a pallen extract" J. Ailergy~ Clin.~ 

nol. 69 , p. 3 

2.- Ayuso, R., ~io, Herrera T. (1984) " Stability of Lolil.lll pere 

~ Elctracts" Annals of Al.lergy 53 

3.- Ber:rens L., Van Dijk A. (1974) " Phisicoc:hanical and ~ 

mical quiantitation of house dust allergens" Intern WHC-I11BS 

Synp. ai Standarization and cootrol of Allergens " ~ Genova. 

4.- Boatner, C.H., et.al. (1941)" Studies \\hl.th Ant.igens" J. All~ 

gy, 12 p. 176. 

5.- Cooke, R. (1947) Allergy in 'lheo:ey and Practice, Philadelphia 

p.131. 

6.- Colaran, M., Harris, M, D. and Shure (1969) T.A. Davis Gatp.

Philadelphia p. 361. 

7.- Davis, DulJ:ieC(X), et. al. (1980) Tratado de Microbiología 2a ei. 

Salvat Efiltores s;A. España. 

8.- Desbordes, Jr. (1974) " Develop Biol. Standardizaticn" Interrl!. 
tional WHO-IABS Symp. on Standardization and control of alle.E_ 

. ~ administered to man. 29 p. 267. 

9.- Frandkin, V.A. (1980) ~os ei. Mir. URSS. p. 131 

10.-Menberg, H.H. (1980) Manual de Innnmologia Clini.ca. 5a Ed. 

Al Manual M:Xlerno, S~A. M&i.co p. 2,32,279,300,561,801,563,-

564,259 y 521. 

11.-Fusseili.er, F. (1983) " Ia prueba de Lirm.tlus para pir6genos " 

R:mti de f.ifutico, S.A~ 12 p. ·411, 

49 



12.-Grlapenski, J.B., M.D., D.M., et, .al.(1972) ti ~thodol~ of 

Irnrunochemical and Innurological. ~arch11 Weley Ineterscl.e!! 

ce. p. 74. 

13.- Hansen, K., W:!rner, M. (1970) Alergia Clinica.Salvat Fditores 

España. p. 155 y 589. 

14.- Kadis, solaron, Weibaum, George, et. al. (1971) 11 Microbial 

'D:>xins a Comprehensive Tretise" Acadanic Press y p. 104. 

15.- Kjell, A.S.S. (1976) " Perspectivas in allergen standardiza

tion SUgqested starting requirem:nts" EKcerpta ~ca In~ 
· tional Congress Series. Buenos Aires. 

16.- 'Kl.olq, Frank, K., M.O. (1981) 11 Allergen Extracta aro. Purif!_ 

ed Allergen in Inmmotherapy ".l\nnals of Allergy 47. 

17.- ~aro Braun (1964) Bacterial :Ellilotoxins. Q..U.nn and Belden 

o:npany, Inc., ~w Yersey. p. 45S. 

18 .- Middleton, E., Jr., ~. C. (1983) Allergy Principles and -

Practice • 2ª F.d. st. I.ouis. p. 25B. 

19.- N::>xman, P.S., and Li.chtenstein, L.M. (1978) "'lb.e Cl:!:.!cal - ' 

aro Inmuno1ogic Specificity of Innrunotheraphy" J. Allergy -

tllri: 'Inrmlnol. 

20.- Pardo, G.E. (1970) Fannacología terai;:eútica. La Prensa M3dica 

~cana 2a Fd.. ~co p. 456. 

"21.-.Pate:rson, .. ~!r Wi~ung P., et. al. (1964) "Endotoldn ktivi

ty of a 1-vmse DJ.st Extract " J. Allergy • p. 134. 

22.- Prinoe, H. E., ~yer, G.H. (1977) 11 Stability of Lyophilized 

Altemaria y Honrodendrun o:mc." 1tnnals Allergy 20. 

50 



23.- R;ilyveld, E.H., Henocq, E. (1980) n Analysis and Standardiz~ 

tion of Alle.rgen Extracts Intented · for 'lherapeutic Use " 

Allergy p. 218. 

24.- Salazar Mallén, M. (1958) La Alergia en la teoría y en la Pr!c 

tica, ~z oteo. ~co p.196 ":i 588. 

25.- Sn.ith Conant, Overman, Beard,. et. al. (1963) Microbiol.ogía de 

Zinsse.r • 3a Fil. t:.mmA p.p. 352 -;,- 865. 

26.- Springer-Velarg (1972) C.elular Antigens • F.d. Alois l'blotny. 

Philadelphia. p. 320. 

27.- SUtherland, c. H. (1942) "'!he preparation of house dust ~ 

tracts" Brit. M:!d. Journal. ~p. 280. 

28.- '1hanas J. Fischer, M.D., et. al. (1985) Manual de Alergia e 

Inrm.mol~a Diagn6stico y tratamiento. Salvat Efiltores S.A. 

Barcelona p.88 

29.- 'lhanas, L. (1956) n El efect.o de la epinefrina en las reacci~ 

nes producidas por endotoxinas de bacterias Grarn-Lnegativas n 

Journal EKp. Med. 104 p. 865. 

30.- Tllft, IDuis, M. D., Ha.n:y IDuis Mieller (1971) Alergia en el 

niño. Fditorial Pediltrica. Barcelona p. 154. 

31.- Versie, R., Brocteur, J. (1967) " Identification de Proteinas 
humaines dans des extraits allergeniques de Poussleres naison" 

Acta Allergy. p. 11 

32.- Ylnlgf:nger, J.W. (1984) n Fstarrlariza~ of All~" Journal. 

Allergy Clin. Inmmol. .E· 

51 


	Portada
	Contenido
	Introducción
	Capítulo 1. Antecedentes
	Capítulo 2. Endotoxinas Microbianas
	Capítulo 3. Preparación de Antígenos
	Capítulo 4. Material y Reactivos
	Anexo
	Bibliografía



