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INTRODUCCION

Una de las enfermedades mis frecuentes que se presentan en el
Servicio de Alergia e Inmmologfa Clinica del Hospital Gral.-
de MExico, es la alergia al polvo casero. En los pacientes -
produce procesos de asma, rinitis, infecciones de las vias -
respiratorias altas y en algunas ocasiones eczema.

Ios alergencs utilizados en las pruebas cutfneas son miy im -
portantes camo ayuda en el diagnSstico clfnico. {(10)

En el estulio de extractos de polvo casero, se menciona que -
estén constituidos por una mezcla heterogénea de hidratos de
carbono y mucoproteinas, que se supone son los que causan los
sintomas. Paterson y Ool. (21) mencionan que las propiedades
alergizantes del polwo casero varian dependiendo del medio ~
ambiente, Los extractos completos de polvo casero, contienen
alergenos provenientes principalmente de bacterias, &carocs ,
mohos y caspa de animales.

1a situacibn geogrifica de la ciudad de México, con su creci_
miento demografico e industrial desordenados, el fecalismo, =
la basura, han dado lugar a un aumento importante de los trans
tornos de las vias respiratorias, en ocasiones con complicacio
nes serias, debido posiblemente al gran contenido de bacterias;
por lo tanto, los extractos de polvo casero pueden contener -
endotoﬁ.nasmicmbianasyes por ello que alqunas veces des -
puss de la inyeccifn del preparado se registra el aumento de -
temperatura corporal, y esto se debe a los productos pirogéni
cos. (9)



El objetivo principal de este trabajo es demostrar la presen -

cia de endotoxinas microbianas en el extracto de polvo casero e
intentar por métodos quimicos la eliminacitn de los factores -

irritantes de dichas endotoxinas, conservando su poder inmmo-

génico.



CAPITUIO # 1
1.1 ANTECEDENTES

En 1980, Von Behring descubrif el uso profilfctico del antisue-
ro contra la toxina diftérica. En la bfisqueda de otros antisue-
ros profildcticos Portier y Richet notaron una reacci6n seme -~
jante al choque anafildctico, en un perro sensibilizado a la
toxina de una anfémona marina: denominaron a esta reaccifn nociva,
anafilaxis para distinguirla de la profilaxis. En la década si -
guiente se reconocif a la fiebre del heno v al asma camwo equiva-
lentes a la reaccifn cbservada en el animal, y se consider a la
histamina camw el mediador fammacolSgico primario de tales sinto
mas. (10)

Aunque sabemos que la funcibn del sistema inmunitario es proteger
al huésped de los antigenos extrafios, las respuestas inmmes anor
males pueden producir lesién de los tejidos y enfermedades. Gell—
y Coambs han clasificado los mecanismos de las lesiones histicas
imunolégicas en cuatro tipos distintos de reaccifn, lo que per -
mite camprender mejor la inmmopatogénesis de la enfermedad.

TIPO 1: REACCIONES ANAFTTACTICAS O DE HIPERSENSIBILIDAD INMEDIATA.

Ia uni@n del antfgeno a anticuerpos IgE preformados unidos a la -
superficie del mastocito o del bas6filo libera mediadores como la
histamina, la sustancia de reaccifn lenta de la anafilaxis y el -
factor quimiotdctico eosinofilico de la anafilaxis, que producen
las manifestaciones clinicas. Ejemplos de enfermedades tipo 1 son
el shock anafiléctico, la rinitis alérgica, el asma alérgica y la
alergia aguda a la penicilina.



TIPO 1l: REACCIONES CITOTOXICAS:

En las reacciones citotSxicas se produce la unifn de un anticuerpo
IgG o IgM a un antfgeno, wnido a su vez a una c8lula.

la uni6n antfgenc-anticuerpo activa la cascada del camplemento y
determina la destruccifn de las cflulas (citflisis) a la que estd
unido el antfgeno. Son ejemplos de lesiones hfsticas por ese meca
nismo la anemia hemolftica inmme y la enfermedad hemolitica rh -
del recién nacido.

TIPO 111: REACCICNES MEDIADAS POR INMUNOCOMPLEJOS:

1os inmnocamplejos se forman cuando los antfigenos se unen a los
anticuerpos y generalmente desaparecen de la circulacibn por la
intervencién del sistema fagocitico. Sin embargo, el depSsito de
los complejos en los tejidos o en el endotelio vascular puede -
producir lesiones histicas mediadas por inmnocomplejos. Dog fac
tores importantes que conducen a la lesibn por este mecanismo -
son el incremento de la cantidad de camplejos circulantes y la -
presencia de aminas vasoactivas, que aurentan la permeabilidad -
vascular y favorecen el depbsito hfstico de los camplejos. El -
depbsito de inmmnocamplejos condiciona la activacifn del comple
mento, la gereracifn de anafilotoxinas (C3a, CSa}, la quimiotaxis
de leucocitos polimorfonuxcleares, la fagocitosis y la lesi6n his
tica. Son ejemplos clinicos de este tipo de reaccifn la enfemme -
dad del swero, algunas nefritis y determinados aspectos de la en-
docarditis bacteriana.

TIPO 1V: HIPERSENSIBILIDAD TARDIA:

1a hipersensibilidad tardfa esti mediada principalmenté por los
linfocitos T. Ios ejemplos clésicos de este tipo de reaccifn son
la prueba cutfnea de 12 tuberculina y la dermatitis de contacto.
(28)



Las reacciones tipo l.son_las que tienen importancia en este -
trabajo, debido a que son las responsables del proceso al€rgico,
Posteriomente se descubri® que podria emplearse la piel para -
hacer el diagnSstico especifico, y que una serie prolongada de
inyecciones de estos antfgenes podrfa aliviar los sintomas alér
gicos. (10)

Actualmente sabemos que esos antfgenos mejoran en forma notable
los sintamas alérgicos, emplef@ndose rutinariamente camo ayuda en
diagndstico clinico.

Fué asf como se encontrd que las endotoxinas de bacterias Gram-
negativas principalmente eran los elementos pirogénicos cuya -
presencia era necesario verificar en el alergeno inyectable, co_
mo causa principal de las reacciones irritativas especificamente
en el alergeno de polvo casero; por lo téinto su neutralizacitn -
serfa recamendable para cbtener vacumas que se toleren bien, y -
ese seria un parimetro del control de calidad en la elaboracitn -
de estas vacumas.



. 1.2 CIASIFICACION DE LOS ALERGENOS
| DWALABLES

Polvo de casa

PSlenes

Alergenocs de ¢ Semillas y derivados

ALERGENOS ¢ origen vegetal otras partes de la planta

TNHALABLES Hongos  (esparos)
Emanaciones olorocsas
o Lana
Productos epiteliales Plumas
Alergenos ded Pelos
origen animal ‘ Caspa
Campletos
Insectos |Alas y otras porciomes.
) Hmanaciones.

Alergenos de origen diverso

\

(24)



1.3 EL POIVO CASERO COMO ALERGENO

Kern (1921} y Cooke (1922) (5) fueron los primeros que dedica -
ron su atencifn a las propiedades alergfnicas de los factores ca_
seros, al describir casos de asma bronquial condicionados por la
sensibilizacién al polvo casero.

El trabajo de Adelsberger (1929) fue uno de los primeros intentos
para revelar el principio activo del alergeno de polvo casero., lLa
fraccifn obtenida por este autor era termoldbil y se disolvia bien
en agua y soluciones salinas amortiguadas pero no en los disolven
tes quimicos ordinarios.

Gran aporte en la identificacifn de los camponentes especificos -
activos del alergeno de polvo casero ha side la serie de informes
realizados por Boatner y Col, (1942) y Sutherland (1942) (27). Me
diante precipitaciones fraccionadas del producto original, con la
utilizacifn de disolventes orgdnicos y sulfato de amonio, el grupo
de Boatner realiz6 la concentracifn de los preparados.

Sutherland empleS, camo método para el fraccionamiento del alerge
no de polvo casero, la adsorcifn del alergeno en &cido benzoico,

el cual generalmente ha sido utilizado para la obtencifn de gluco
proteinas. Al producto obtenido mediante filtracién se agregaba -
acetona, provocando con ello la dilucifn del 5c1do benzoico y al
mismo uempo la precipitacién del alergeno; para eliminar los ves
tigios del Scido benzoico, el alegeno despuls de centrifugado se
lavaba con acetona, alcohol y &ter. El preparado se secaba al va_
cfo, a temperatura ambiente, se disolvia en agua y Se wolvia a
precipitar con acetona.

Luego se realizaba diflisis contra Scido cftrico al 2% y el produc
to resultante era propiamente el alergeno.



Algunos autores como Versie (31), Monard y Geubelle, perfecciona-
ron el método descrito. En todos los casos los preparados cbteni-
dos se caracterizaban por su actividad alta en las pruebas cuti -
neas. Tratados ocon &cido clorhfdrico 0.5N (100°C) las propiedades
alergénicas desaparecfan, solomente, mediante hidr8lisis con con-
centracicnes mayores de este &cido. .

Para la identificacién de los camponentes activos, primero se em-
pleo la electroforesis en solucifn amortiguada de fosfatos (pHS8)

y para obtener una informacifn mis campleta, se utiliz6 cromatogra
ffa en columa de DEAE- celulosa. ILas fracciones obtenidas fueron
glucoprotefnas.,

En la literatura de los afios 60 dedicada a la alergologfa, apare-
‘16 wna serie de trabajos que indicaban la gran importancia de los
microScaros- Dermatophagoides pteronysinus y D farinae en el de-
sarrollo de la sensibilizacifn y de las manifestaciones de las -
reacciones al polwvo casero, en los pacientes con enfermedades alér
gicas y de los 6rganos del ofdo, mariz y laringe.

G.V. Gurguenidze (1976) realiz6 tanbién las pruebas intradfmmicas
con el alergeno del polvo casero en pacientes con asma bronquial
atfpica, y results que en los individuos con el grupo sanguineo O
1a incidencia del asma de origen al&rgico al polvo es bastante més
alta, en comparacién con los pacientes de los grupes sanguineos A
y B. '

Omviene sefialar, una vez mds, que el sustrato del cual se elabora
el preparado inchiuye un sistema ecolSgico complejo, integrado por
materiales orgénicos y por repfesentantes del micrammdo.




1.4 NATURALEZA QUIMICA:

El polvo casero se campone de material orgdnico e inorgénico,

Y se ha denostrado que el material orgénico induce sintomas a_
lergicos. El polvo inorgénico puede provocar sfntamas en grado
variable madiante irritacifn inespecifica, pero la alergia a &l

es rara (30).

El anilisis del extracto de polvo caserc por inmmoelectrofore
sis, confima su complejidad demostrando 43 inmmoprecipitantes y
confirmmando la presencia de Ag derivados, camo ya se mencionS, de
Scaros, caspa de animales y de humanos, proteinas séricas de huma
ros, hongos ¥ una gran variedad de contenido de endotaxinas.

Los extractos de polvo de casa de diferenes partes del mundo pue
den tener igual reactividad cutfinea, sugiriendo al menos, compo -
nentes alerg€nicos de Ag commes, (18)

El agente alerg&nico del polvo casero, parecia desarrollarse du -
rante el proceso de envejecimiento de las fibras de algodfn y po_
siblemente a trav€s de la accifn de una autoenzima o coMo wn pro_
ducto de desdoblamiento de la accifn bacteriana o de la prolife -
racién de los mohos. (13)

En resumen; el polvo casero es una mezcla variable de muchos compo
nentes y est constituido en un 40% a 50% por sustancias orgénicas,
en cerca de 30% por cuarzo; alrededor del 29% por minerales de ar-
cilla y en aproximadamente el 10% por cal. (13)



CAPITUIO # 2

ENDOTOXINAS MICROBIANAS

2.1 GENERALIDADES:

Sabemos que la endotoxina es un coamplejo protefna—polisacfrido
~lipoide. (29). la calidad antiggnica especifica del complejo
esti determinada por el carbchidrato, que no es tSxico en sf -
mismo. La fraccién proteica tiene poco poder antigénico, pexo
posee notable capacidad para combinarse con los carbohidratos
de otras especies Gram-negativas, asf{ camo con los polisaclri
dos humanos del grupo A, y hacerlos antigénicos.

Estos antfgenos han sido estudiados detalladamente por Boivin
y Col. (20} .

" .Un anflisis de la fracci6n de polisacfrido libre del lipido A,
indica que consiste de un gran porcentaje de Scidotbeta-hidro_
ximirfstico y &cidos similares; también pudo ser detectada -
hexosamina~P en la preparaci6n. (26)

Los sIntaras producidos por las endotoxinas son: elevacifn de
la temperatura, shock, diarrea, postracifn, hiperglucemia se -
quida de hipoglucemia, concestifn, edema y hemorragias en vis-
ceras abdaninales y pulmones. Estas toxinas forman parte de la
pared celular de los organismos intactos y se supone que 1o -
sintetiza la membrana citoplismica. Las toxinas crudas de este
tipo parecen tener mis o menos la misma protefna, independien-
temente de la especie o de la virulencia inherente a la cepa de
la cual se derivaron. (25)



2.2 EFECTOS BIOLOGICOS:

Ios efectos bioldgicos producidos son varios:

1) Fiebre; 2) reacciGu alterada a la adrenalina; 3) choque vasamw
motor; 4) necrosis hemorrigica en tumores malignos; 5) abortos en
animales ; 6) necrosis cutfnea; 7) reaccifn de Schwartzman local
y generalizada, y 8) un efecto protector no especifico de las en-
dotoxinas.

2.3 ACTIVIDAD PIROGENICA DE IAS ENDOTCXINAS:

El mecanismo de la produccién de fiebre por la inyecci6n de endo~
‘toxinas ha sido revisado por Bennet y Beeson, Cluff, Wood y Tho—
mas (29). El hawbre tiene el mismo umbral que algunos animales pa
ra el estfmulo pirSgeno de la endotoxina, pero a-dosis mayores san
nds pirogénicas y téxicas para el hanbre que para el conejo. Este
material pirogénico es muy potente, y produce en el hambre reaccio
nes febriles intensas con 0.1 microgramos de una endotoxina purifi
cada,

Cuando se inyecta al conejo diariamente endotoxina, van teniendo—
cada vez menos fiebre y finalmente no presentan reaccifn febril ;
despuss de varias semanas vuelve la reactividad.

Esta reactividad alterada se llama tolerancia, ya que no se ha de
mostrado que intervenga una reaccifin antfgeno~-anticuerpo. (25)

Se ha cbservado que las endotoxinas aumentan profundamente la capa
cidad del sistema retfculo - endotelial y la actividad funcional
tanto de los polimorfonucleares camo de los fagocitos mononuclea~
res.



La naturaleza de la respuesta del hufsped a las endotoxinas difie
re de la respuesta inmnolSgica cl@sica en dos formas principal -
mente.

- la instalacifn es extremadamente r&pida, tanto, que su demostra
cifn se presenta en horas y la " provocacién” del efecto por wn ~
s6lo producto es seguido por una actividad contra un amplio grupo
de organismos Gram-negativos no relacionados.

Esto sugiere que las endotoxinas pueden estimilar en el hussped la
produceitn de anticuerpos que tienen "especificidad multiple" o ,
altemativamente, que las bacterias Gram-negativas poseen wn anti
geno camfin, posiblemente en el camponente lipidico de las endoto
xinas, contra el cual se producen anticuerpos. Afin no se ha demos
trado un antfgeno comdn.

Existen otras posibilidades, como por ejemplo que alquna "sustan
cia inespecifica capaz de actuar como anticuerpo” puede aparecer
después de la administracién de endotoxina.

Tarbién puede considerarse la posibilidad de que las endotoxinas
estimulen un aumento general en el nivel de anticuerpos que, aun_
que son especificos individualmente, en este caso la aparente -~
"especificidad miltiple" puede ser una consecuencia de wna activa
cifn de todos los anticuerpos que poseemos. (17)

Una serie de estudios comenzados en 1941 por Delawnay y Boquet les
permitieron describir las reacciones caracteristicas de los prime
ros estados de la respuesta sistfmica a las endotoxinas de bacte
rias Gramnegativas. Mis tarde, Thomas cbservb que después de wna
inyeccifin intravenosa de endotoxina en conejos se producia una in
tensa y prolongada contraccifn arteriolar, respuesta andloga a la
estimulacién con adrenalina.
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los puntos de semejanza entre las reacciones a adrenalina y a -
endotoxina incluyen leucocitosis, inflamacidn de tejidos con la
produccibn de petequias hemorrdgicas y necrosis en la pared del
estfmago, y fuera del tracto gastrointestinal en los nSdulos -
linf4ticos mesentfricos, y necrosis fibrinoide de la pared de -
arterias coronarias. Cada uno de estos efectos ha sido dbserva-
do en animales de experimentacitn despufs de la administracién

de adrenalina y endotoxina. (29)

La endotoxina tiene accién en algfin drea dominada por la reac
tividad de la adrenalina, encontrfndose asf que inyectando en -
una regifn de la piel una mezcla de endotoxina y adrenalina se -
produce localmente una necrosis hemorrigica. Esta lesifn aumenta
en tamafio e intensidad a las 24 hrs., _

Bsf mismo, se ha cbservado que la endotoxina produce una dristica
alteracién de la accifn de la adrenalina, comvirtiendo el efecto.
nomal vasoconstrictor en un efecto necrosante poderoso, capaz de
causar necrosis hemorrigica en la piel.

Esto se debe a la respuesta vasoconstrictora de los vasos capila-
ves periféricos producida por la adrenalina.

Pequefias dosis de endotoxina producen un gran aumento de la vaso_
constriceifn en vasos que no son afectados normalmente por la adre
palipa.:: Las dosis grandes causan una reversifn de este efecto,
Se cree, por lo tanto, que la accifn de la endotoxina es aparente
mente scbre los vasos sanguineos, arterias y venas (ain las peque
fias venas que nonmalmente son las menos reactivas) y las arteriolas
precapilares, impidiendo la circulacién capilar y aumentando la -
presifn sangufnea en el interior de las vénulas unidas.
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En el estudio de Thamas también se encontraron petequias hemorri-
gicas en capilares dilatados, vénulas y estais sangufnea.

Al iniciar estos estudios se pensaba que la adrenalina era la res
pansable del cuadro de necrosis, pero se encontrd que la adrenali
na inyectada se destruye r&pidamente: su vida media en el organis
mo es de unos minutos, produce una vasoconstriccitn en la mayor -
parte de las redes vasculares e impide asf la r8pida absorcifn de
la endotoxina, dando lugar a la necrosis.

Al aplicar pequefias dosis de la mezcla de endotoxina y adrenalina
se crea un estado no especifico de tolerancia a los efectos pato-
1l8gicos de la endotoxina, cam son pirogenicidad, postracién, shock
y la reaccién de Swartzman, los cuales no se presentan si se repi
ten dosis de la mezcla en el mismo animal, debido a la acumilacién
local de leucocitos. '

12



CAPTTULO 4 3

PREPARACION DE ANTIGENOS

Actualmente en todo el mundo la preparacifn de antfgenos se reali
za de acverdo a mEtodos empiricos. (B8)

No es aconsejable substituir un extracto de una fabricacifn con -
otro, sin que se lleve a cabo de nuevo wna prueba cutfnea para ga
rantizar su actividad terapeftica. (23)

De la seleccifn de los alergenos dependen los resultados del trata
miento y la calidad alergénica.

En el caso de productos preparados ocon organismos vivos (parésitos,
insectos, animales, bacterias, plantas), es necesario especificar
la extraccifn, condiciones de vida v origen, edad, dieta y medio
de cultivo,

En el polvo es necesario indicar claramente las condicicnes en que
se toms y oonserve.

EXTRACTOS ALERGENICOS TERAPEUTICOS:Actualmente los extractos se -
encuentran camo:

1.~ EXTRACTOS ACUOSOS; Se preparan con distintos productos camo o6
lenes, derivados epidémmicos, honges, polwo damé€stico, veneno de -
insectog y alimentos. EL material, antes de extraerse, generlmente
se desengrasa con un disolvente orgénico(&ter), se suspende a 4°C
en un volumen determinado de suero salino. fisiolSgico y se deja -
mezclar durante 4 o mis horas. Seguidamente, esta mezcla se esteri
liza mediante filtracifn en filtros de membrana. la metodologia -
la detallaremos méds adelante: .
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Antiguamente, los médicos confeccionaban sus propios extractos -
pero hoy en dfa la mayorfa adquiere productos concentrados(p.ej.
diluciones al 1:10 6 al 1:20) de firmas comerciales y preparan di
luciones estériles en la consulta. Los extractos acuosos se expen
den en 4 formas: conservados en fenol, conservados en glicerina,
liofilizados y conservados en fenol con albGmina sérica cam esta
bilizante.

1.1 I0S EXTRACTOS QONSERVADOS EN FENCL son los ms utilizados como
productos terapeGticos. E1 fenol (0.2 - 0.5%) inhibe el crecimien
to miémbiam, pero los extractos pierden potencia mis répidamen—
te que los glicerinados, especialmente con temperaturas de alma -
cenamiento elevadas y diluciones débiles.

Tener presente el factor tfrmico es importante, ya que los m&dicos
suelen tener sus extractos terapefGticos y para pruebas cutfneas a
la temperatura ambiente durante muchas horas al dfa.

los extractos deben mantenerse, siempre que sea posible, entre 2
Yy 8%,

La dilucién de las soluciones antigénicas acelera también la pér-
dida de potencia, y las preparaciones dilufdas ( mis de 1:1000 )
para pruebas o tratamiento deben cambiarse por lo menos cada 2 -
reses,

1.2 105 EXTRACTOS GLICERINADOS (comservados con glicerina al 50%
con © sin fenol) son mejores que los fenolizados en lo que se re
fiere a la pSrdida de potencia alergénica. Se utilizan para prue
bas epicutdneas ( escarificacifm o puncidn), y si se diluyen a me
nos del 5%, pueden emplearse también para pruebas intradfrmicas.
1as concentraciones elevadas de glicerina aumentan la incidencia
de molestias y reacciones locales.
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1.3 10s EXTRACTOS LIOFILIZADOS se fabrican mediante un proceso de

congelacifn-desecacifn, que da lugar a un material antigénico es-

table que retiene su potencia cuando se reconstituye.

Debido a su elevado precio, los extractos liofilizados se utilizan

principalmente para pricticas de poco voluven y trabajos de inves—

tigaci6n en exceso. y

1.4 Camo diluyente para los extractos de proteinas de veneno, se

utiliza una solucifn de ALBUMINA SERICA humana normmal al 0.03% -

(0.9% de cloruro s6dico y 0.4% de fenol), la albGmina sérica huma

na constituye un excelente estabilizador para los extractos aler

génicos.

2.~ PREPARACIONES PRECIPITADAS OON ATIRMERE son extractos acuosos

absorbidos scbre hidr6xido de aluminio, para retardar la liberacién

del antigeno y prolongar asi el estfmilo antigénico. Estos agen

tes se emplean exclusivamente para inmmoterapia, y no con fines

diagnfsticos.

Existen en el camercio extractos precipitados con alumbre (Center

~ AL) de gramineas, arboles y malezas. Los estudios scbre la efi-

cacia de esos extractos son incompletos, pero entre sus inconve -

nientes figuran los siguientes:

- Una mayor incidencia de reacciones locales y formacifn de nGdu
los { en camparacifn con los exkractos acuosos).

- La posibilidad de que se produzcan reacciones sistémicas tardfas
por la liberacién lenta del alergeno.

- Imprecisifn en la dosificacitn del alergeno, cuando las suspen-
siones se mezclan insuficientemente.
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3.~ EXTRACTOS PRECIPITADOS EN ALUMBRE Y EXTRAIDOS CON PIRIDINA -
(Allpyral )
Hacen uso de una base terciaria d8bil, la piridina, para extrasr el
polen no desengrasado antes de proceder a la precipitacifn con alum
bre. En estudios con antfgeno de ambrosfa, el proceso de extraccibn
con piridina parece alterar o destruir la alergenicidad del mate-
rial, lo que produce niveles de anticuerpos blogueantes y benefi-
cios clinicos menores, pero también menos reacciones locales.
4.~LAS NUEVAS FORMAS DE EXTRACTOS para inmmoterapia, no disponi
bles en el comenrcio en el mamento actual, pueden reducir las reac
clones alérgicas frente a los extractos y mantener integra su po—
tencia de irmmogenicidad. Entre esos productos, se encuentran los
antfoenos alergoides, polimerizades y fotoinactivados.
4.1 Para producir los ANTIGENOS ALERGOIDES, se tratan con formol -
los extractos de polen. Cuando se combinan con lisina como adyuvan
" te, producen mayores titulos de anticuerpos bloqueantes que los -
extractos totales de polen por si solos, al awentar la toleran -
cia a una mayor cantidad de protefna sin que se produzcan reaccio
nes locales. Ia mejoria clinica obtenida con esos productos es e
quivalente a la que se cbtiehe con los extractos totales.
4.2 1A POLIMERIZACION del antfgeno E o de extractos totales de po
len de ambrosia y gramineas con glutaraldehfdo produce wna respues
ta clinica favorable, y se precisan menos inyecciones que con los
extractos acuosocs.
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4.3 LA FOTOINACTIVACION con luz ultravioleta permite administrar
dosis mayores de antigenos con mencs efectos adversos, sobre to
do los extractos de polvo daméstico. (28)

Ios procedimientos generales a seguir en la preparacifn de estos

alergenos son:

1) Reducir -1 tamafio de las partfculas por trituracién o disgre
gacién.

2) Remover las grasas.

3) Extraer la fracci6n soluble.

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

5) Dializar para remover contaminantes, irritantes y material co-
lorido.

6) Esterilizar, pasando a través de filtro bactenolégico.

7) Probar la esterilidad por cultivo..

8) Estandarizar.

9) Diluir los extractos, para usarlos en prucbas cutdneas y en tra
tamientos, para tener las concentraciones apropiadas en las so
Iuciones inyectables.

1) REDUCCION EN TAMARO:

Ia extraccibn es mis eficiente si el material que va a ser extral

do es pulverizado y reducido a partfculas lo mis pequefias posible,

para presentar el nimero mds grande de partfculas al medio de ex-
traccifn.

2) "ELIMINACION DE GRASAS: .

1a protefna es la parte importante del material de extracci6n y -

debe estar libre de impurezas,

17



Los pSlenes tienen una cantidad significativa de grasas que es in
deseable para propGsitos de pruebas cutdneas y terapia especifica,
por lo que debe ser removida por extraccifn.
Particulammente otros materiales alergénicos ambientales y alimen
tos contienen tambifn grasas; alqunas frutas, vegetales y mohos -
son la excepcibn,
Para desengrasar se adicionan solventes orgénicos a la mezcla y -
los mis usados son &ter, formaldehfdo, tolueno y acetona. El &ter
se considera el mejor desengrasante para los polenes, el formol -
para cabellos, polvo y rohos; el tolueno es satisfactorio para to
dos los materiales excepto pSlenes, came y pescados.
El m&todo de extraccifn mis simple es cubrir el material que se -
va a desengrasar con el solvente y agitar, cambiando el solvente
a intervalos frecuentes. El material se expone al aire y se deja
3) EXTRACCION: |
El propSsito de la extraccifn es cobtener la fraccitn alergénica -
soluble en agua del material,
Précticamente ninguna solucién fisiol6qgica puede ser usada para ~
la extraccifn. Las solucicnes empleadas en E.U. y Gran Bretana son
las siquientes: (6)
1.- Soluci6n salina amortiguada (EVANS)

- Cloxuro de Sodio v 5 g

- Fosfato monobdsico de potasio 0.36 g

~ Fenol 4 nlL

- Fosfato dibéisico de Sodio anhidro 1.43 g

- Aqua destilada c.b.p. 1000 L

18



2.~ Flufdo de extraccifn alcalina (COCA)

-~ Cloruro de Sodio 5 ¢

- Bicarbonato de Sodio 2.75 g

- Agua destilada c.b.p. 1000 nmL
" - Fenol 4 ml,

3.~ Glicerosalina ( Stier)

~ Glicerina ' 4.60 mL

- Cloruro de Sodio __ 4 g

-~ Agua destilada c.b.p. _ 1000 mu

4.~ Glicerosalina (COCA): Se trata de un flufdo de extraccién
. {2) alcalino con partes iguales de glicerina.
5.- Flufdo da extraccifn ocon Dextrosa (Unger).

= Dextrosa 45 g
- Bicarbonato de Sodio 2 g
~ Fenol : 5 L
- Agua destilada c.b.p. 1000 1L
6.~ Solucifn amortiguadora de glicerol ( Alles, Piness, _Miller)
- 1 parte de KH,PO4 40.85 g/mL

~ 4 partes de KoHPO, 52.27 g/uL
- 5 partes de glicerina. :
7.~ Amortiguador de Formaldehfdo Sulfoxilato de Sodio. (Stauss ,

Spain ).

~ Fosfato dcido de potasio 2,725 g
- Hidr6xido de Sodio 1IN 15.73 mL
~ Formaldehfdo~Sulfoxilato de Sodio 10 b
~ Agua destilada c.b.p.’ ' : 1000 mL
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El fenol se emplea como conservador, la consistencia del flufdo

no es el factor mis importante; lo mis importante es la calidad

irritante o la falta de ésta en la tltima dilucitn, y la poten—

cia que tenga el extracto.

Ia glicerina actfia camo estabilizador y permite que el extracto

mantenga Su potencia por un perfodo de tiempo considerable, al-

qunas veces a 1o largo de 7 a 10 afios.

En el New York Graduate Allergy Lab., la Coca alcalina como fluil

dd de extracci6n es usado para pblenes, hongos y polwvo,

El amortiguador salino es usado para algunos alimentos y pelos -

de animales; el flufdo de Formaldehfdo~Sulfoxilato de Sodio se =

usa en diferentes alimentos y tabaco, y el lfquido de Stier para

alimentos,

De acuerdo con Vapghan, el uso apropiado de el extracto estd re_

sumido a continuacifn:

1) Para via intracutfnea la sol. de Evans es un buen diluyente ~
glicerinado de extraccifn.

2) Para prucbas intradémmicas con pblenes y polvo, la Sol. de E-
vans también es buen diluyente,

3) Para pruebas de escarificacién, los extractos glicerinados son
los mejores.

El proceso de extraccifn es un simple acarreo de partfculas por -

agitacifn del material a ser extrafdo en el lfquido de extraccifnm,

por varios dias; una vez obtenida la mezcla, agitar mecanicamente

hasta que la mezcla tenga color. Es preferible llevar a cabo la -

extraccifn con el fluido dentro del refrigerador durante el tiem-

po indicado, o en un tuarto frio.
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CLARTFYCACTION :

Este proceso tiene por cbjeto eliminar partfculas grandes. La cla
rificacifn se lleva a cabo, con papel filtro o algodfn, varias ve
ces si es necesario. El filtrado es un liquido relativamente libre
de material particulado. Cuando el material es gelatinoso se le a
diciona algfin "ayuda f£iltro", como tierra de diatomfcea, que ayu-
da al proceso vy a la clarificacitn del material.

DIALISIS:

El liquido obtenido es coloreado y quizd contenga sustancias irri
tantes. El extracto alergénico puede aclararse por diilisis, para
1o cual se coloca el extracto en un tubo de diflisis, v &ste se -
introduce en agua o solucifn amortiguadora.

Las partfeulas que contienen el material alergénico se mantienen
en el tubo y salen las moléculas camo el material coloreado y los
electrolitos. Se cambia el lfquido dializante hasta que no tenga
oolor.

OQONCENTRACION :

Se puede concentrar por simple pervaporacitn el extracto alergs ~
nico dentro de la bolsa de celofén, para lo cual se expone al aire
hasta el wolumen deseado ( en frio de preferencia).
ESTERILIZACION: -

Si el principio activo alergénico es termoldbil, la esterilizacifn
se hace por medio de placas o rembranas filtrantes capaces de re-
tener afrmenes contaminantes y el liquido filtrado se recibe en wn
matraz estfril.
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PRUEBAS DE ESTERILIDAD:

El objetivo es probar que no existan microorganismos aerobios ni
anaercbios en el material alergénico filtrado bacteriolSgicamente.
Se enplea medio de tioglicolato con 1% de agar. Se siembra e incu
ba durante siete dias a 37€, y si hay crecimiento se debe volver
a filtrar. Para control de contaminantes por hongos se utiliza el
medio 1liquido de Sabouraud. (6)
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CAPITULO # 4

4.1 MATERIAL Y REACTTVOS

- Medios de cultivo especificos para entercbacterias.
~ Acido tricloroacgtico al 0.1%

- Solucifn de Evans.

~ Adrenalina al 0.1 §

- Per6xido de hidr6geno al 2%

- Reactivo de Limulus

- Solucién Salina Isoténica.

-~ Polvo caserc de diferentes regiones de la Repfiblica.

- ﬁatarial para pruebas de rutina del laboratorio de Inmunologfa

y bacteriologfa.
- Conejos de 1.5 kg de peso, de raza Nueva Zelanda.

23



4.2 METODOLOGIA

PREPARACTON DEIL ALERGENO DE POIVO CASERD:

La preparacitn del alergeno de polvo casero tuve por objeto hacer
un concentrado de este extracto, para ser empleado en las pruebas
de endotoxinas y en la detoxificaci6n por oxidacifén,

Se utilizl el procedimiento de preparacidn del Servicio de Alergia
e Immmologfa Clinica del Hospital Gral. de México, SSA (24).
Preparacifn de Solucifn de Evans {(modificada):

NaCl .5 g
Fosfato moncbdsico de potasio | 0.35 g
Fosfato dibdsico de sodio anhidro 7 g
Fenol 4 g
‘Agqua destilada c.b.p. 1000 mL

En todo el estudio el Evans se prepar® sin fenol para evitar irri-
taci6n en la piel de los animales.

Una vez preparada esta solucibn se suspendieron 100 ¢ de polvo ca
sevo en 100 mL de la misma.

Se agit6 durante 6 horas, se centrifug6 a 1 500 rpm. durante 5 min.
vy el sobrenadante se puso a dializar contra agua destilada, para
eliminar el exceso de sales. '

Posteriormente se concentr6 hasta 1/4 del volumen original.

Se centrifug® 60 min. a 3 000 rpm., se £iltr6 a esterilidad oon -
menbrana de 0.22 micrfmetros, se distribuy6 en frascos estériles
y se concervé en refrigeracifn.
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JDENTIFICACION DE BACTERIAS VIVAS EN EL POLVO CASERO.

El polvo casero en estudio puede contener bacterias, ya Sean vivas
o muertas.

la identificacifin de las bacterias es muy importante para poder -
relacicnar la presencia de ellas con el tama®io de la zona de ne -
crosis en los conejos. o
Para la identificacifn de las bacterias se prepararon los siguien
tes medios de cultivo: )
- Agar Salmonella - Shigella (SS)

- Agar Bosinat azul de metileno (EAM)

~ Agar Verde-Brillante (v/B)

Se hizo una suspensién del polvo casero (lg de polvo en 2 mL de -
solucifn salina isotfnica) y se inocul6 0.2 mlL de la misma en cada
- caja Petri con los medios mencionados; a las 24 hrs. se cbtuvo cre
cimiento y se hizo tincifn de Gram de material cbtenido de algwas
colcnias a fin de contar con una base para realizar las pruebas -
bioguimicas. Por medio de estas pruebas pudimos identificar colo-
nias de E. coli y de Klebsiella pneumoniae.
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PREPARACION DE ANTIGENOS TIPO BOIVIN:

Los antfgenos Boivin son complejos de protefinas- 1ipidos-lipopoli
sac8ridos. Estas sustancias pueden ser aisladas de varias bacterias
por extraccibn con dcido tricloroacético, dietilénglicol o por di-
gestibn triptica.

METODO DE PREPARACION:
1) Se pesaron 2 gramos de polvo casero proporcionado por los paci
entes de:

- Hidalgo - Bajfo

- Jalisco _ - D.F.

- La Paz - Sur

- Pacffico 4 - Mezcla de todos los ante-
- Centro Norte riores.

El polvo debe ser recolectado de la siguiente manera:

Se le indica al paciente que no sacuda, ni aspire su casa por lo
menos durante una semana o 15 dias. Pasado este tiempo se debe re
coger el polvo de los muebles, colchones y alfambras, de preferen
cia con aspiradora y depositarlo en una bolsa de papel, no debe -
usarse en este tiempo insecticidas y procurar recoger el polvo de
lugares en donde no haya mucho sol.

2) Se susperdi6 cada muestra en agua destilada frfa, en un volu -
men de 5 veces su peso seco, v se dejé a =20°C por 3 Hrs. con un
volumen igual de &cido tricloroactico frio al 0.1%.

3) Se agitS durante 24 hrs en un agitador tipo “Shaker" y luego se
centrifugé por 60 min. a 4 000 rpm.
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4) Se dializb contra agua destilada en frio durante una semana.

5) Se concentrS hasta la mitad del volumen original, por perva
poracién en frio.

6) Finalmente se probS en conejos aplicando 0.1 nli del antfgeno
tipo Boivin con 0.1 nl de adrenalina al 1%, por via intradér
mica, (12)
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OBTENCION DE TOXINA PURA 0000 CONTROL POSITIVO:

En este trabajo se empleS una cepa de Salmonella paratiphy B.

El primer paso fué verificar la pureza de la cepa y una vez compro
bado que se trataba de una cepa pura se prosiguif a la extrac
cifn de la endotoxina.

a}) Se recogib el crecimiento de las cajas Petri con solucibn sali
na isotfnica, y se depositS en un tubo estéril.

b) La extraccifn de la endotoxina se 1lev6 a cabo por el mStodo ~
tipo Boivin ya mencionado.

c) Después de centrifugar a 4 000 rpm. durante 1 hora, el procedi
miento fue igual al mencionado anteriomente ( puntos del 4 al
6).
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PRUEBA DE LIMUIUS

Esta prueba estf destinada a detemminar la presencia de sustancias
pirogénicas en un material inyectable y/o de sus materias primas,
por camparacitn con las pruecbas in vivo scbre el conejo.

Se empleb esta téenica porque pemmite conocer con gran sensibili-

dad, rapidez de ejecucitn y facilidad de aplicacifn, la presencia

de pirfgenos en nuestra muestra de prueba.

FUNDAMENTO:

El principio del método se basa en la formacién, a un tiempo de -

terminado, de un gel o codgulo , sefalando la presencia de pixSge

nos en el mamento en que 0.1 nili del reactivo de Limilus es puesto
en presencia de 0.1 mL del producto en ensaye, mientras la mezcla
es mantenida a 37°C.

La sensibilidad es 15 a 20 veces mayor que la de la prucbha en el

conejo.

TECNICA: )

Preparacifn del reactivo ( Prueba de Limulus para pirSgenos, Ronti

de MExioo, S.A.).

- 1.2 ml de agua para inyectables estéril y apirogénica, se agreqa
el reactivo liofilizado. Agitar suavemente para evitar la forma
cién de espuma. Conservar entre +4 y +8°C.

~ Repartir asépticamente el reactivo a razfn de 0.1 nl: en tubos -
oon tapa y despirogenados, cuyo difimetro no debe pasar de 7.5mm.
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~ Ponerlos en bafio marfa a 37°C.

PREPARACION DE LA MUESTRA A ENSAYAR:

~ Ajustar el pH entre 6 y 7, asfpticamente, utilizando &cido clor
hfdrico 0.1 N o bien con Na OH 0.1N preparados con agua estfril
y apirogénica.

PREPARACION IE IA SOLUCION TESTIGO POSITIVA:

- Solucifn de endotoxina a la concentraci6n de 5 ng/mL.

Tiene por abjeto verificar la ausencia de poder inhibidor de la-

solucifn a ensayar. '

ENSAYOS PRELIMINARES:

Tubo 1 Testigo negativo que contiene 0.1 mL de reactivo y 0.1 nl
de agua para inyectables.

Tubo 2 Testigo positivo que contiene 0.1 mL de la dilucifn de en_
endotoxina v 0.1.nl de agua para inyectables, estéril y a_
pirogénica.

Tubo 3 Testigo de prueba de inhibici6n y endotoxina de referencia
dilufda en la solucifn a ensayar 0.1 mL + 0.1 nL del reac
tivo.

Ia lectura se efectfa al cabo de 15 minutos de incubacifn a 37°C.

IA PRUEBA PROPIAMENTE DICHA:

-A0.lnkde re.activo de Limulus, agregar 0.1 nlL de la soluciCn
a ensayar. Ios tubos son observados al cabo de 15 a 20 min, de
incubacibn a 37°C.

- Gel firme prueba positiva

-~ BAusencia del Gel prueba negativa
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(11). L ‘
Tos resultados cbtenidos en las muestras probadas fueron :.

POLVO_CASERO _ RESULTADOS
- Sur : e = Gel firme
~ Bajfo oo . - Gel firme
- D.F. o -cel fime
- Hidalgo A - Gel fimme
- Pacifico ' . = Gel firme
- Ia Paz : - Gel firme
~ Centro Norte - Gel firme
- Jalisco ~ Gel firme
~ Polvo casero conc. sin detoxificar - Gel firme
( mezcla )

Polvo conc. detoxificado (mezcla) - - Gel firme
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METODO DE INOCULACION EN CONEJOS

Para poder realizar eate trabajo se necesitaron conejos de aproxi
madamente 1.5 kg. Se debe tener la plena seguridad de que los ani
males estuvieron en cuarentena y que no tienen ningGn padecimiento,
El procedimtento utilizado.fuf el siguiente:

- Rasurar el conejo de los costados, mojando el pelo con detergen
te y agua.

- Limpiar perfectamente bien la zona de inoculaciln.

~ Cuando estén limpios ambos costados, se aplica cada una de las
muestras a probar, con un espacio de 2 am. entre cada inyeccitn.

- BErplear jeringas de tuberculina ¢ insulina estfriles y nuevas,
con aguja de 25 por 16 mm.

~ Cargar la jeringa con 1/10 mL del extracto y 1/10 nlL de adrena-
lina.

~ Colocar un control positivo que serf un extracto de Salmonella
paratiphy B ( endotoxina pura).

~ Colocar un control negativo de Evans vy adrenalina.

- Leer las reacciones a las 24, 48 y 72 hrs., y anotar resultados.
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METODO DE DETOXTFICACION

El primer método empleado fue el que probaron Dean y Adamson en
1916 quienes experimentaron la detoxificacién del bacilo disen-
térico por oxidacifn con peréxido de hidrégeno al 2%, encontrando
que la propiedad protectora del antfgeno fue conservada, en tanto
que un 90% de la toxicidad se elimind.

Ios extractos se someten a la oxidacifn con perbxido de hidrSgeno
al 2% durante 24 hrs. a temperatura ambiente.

ILa relacifn de extracto y pertxido es 1:1 ‘

Este m&todo no dib los resultados esperados puesto que el conejo
presentd necrosis en menor grado, pero tuvo reacciones secundarias
de edema e inflamacifn de la zona en donde se probS el extracto.
Debido a &sto se buscS un nuevo mStodo de oxidacifin, empleands una
oxidaci6n directa con oxfgeno burbujeado. (14)

- El extracto concentrado se oxidS, burbujeando oxfgeno del emplea

do en los enfermos, durante 1 hr.
-~ Todo debe realizarse estérilmente v el extracto cbtenido debe -
conservarse en refrigeracifn.

Los resultados abtenidos con este mStodo fueron excelentes, los -
conejos no presentaron necrosis ni reacciones secundarias. Se pro
b6 en un conejo sensibilizado al polwo casero y mantuvo su anti -
genicidad.
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4.2 TABLA DE RESULTADCS

POLVO CASERO |PRESENCIA DE | INOCULACION EN | PRUEBA DE |INOCULACION BN
BACTERIAS. CONEJOS CON: | LIMUEUS ~ |CONEJOS DE ANTI
Kiebsiella~ | ANTIGENO BOIL - GENO + ADRENALINA
peuncniae y { VIN + ADRENALL TON
E. Coli NA. Hy05  |C;BURBUJEADO
Sur + NECROSIS GEL FIRME [NECROSIS _
Bajfo + NECROSIS GEL FIRME |NECROSIS -
D.F + . NECROSIS GEL FIRME [NECROSIS -
Hidalgo + NECROSIS GEL FIRME {NBCROSIS -
La Paz + NECROSIS GEL, FIRME |NECROSIS -
CENTRO Nte.| + NECROSIS GEL FIRME |NBCROSIS - v
Jalisco + NECROSIS GEL FIRME|NBCROSIS| -
Mezcla ,
Concentrada| + NECROSIS GFL FIRME|NBCROSIS -
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4.3 RESULTADOS ¥ CONCLUSICNES

En primer lugar, se comprobd la presencia de bacterias vivas:8sto

es importante para poder correlacionar la necrosis producida con-

1a cantidad de bacterias muertas por desecacifn y por las condl -

ciones ambientales de cada lugar y debe ser proporcional la can -

tidad de bacterias y la necrosis producida al extraerles sus endo
toxinas.

La extraccifn de las endotoxinas se hizo por el método de Boivin,

y se demostrS la presencia de ellas por medio de la inoculacitn en
cenejos, administrando adrenalina y endotoxina; un resultade posi~
tivo era la necrosis producida en el piel de los conejos. Ios re~

sultados fueron excelentes vy se muestran a continuacién.

La fotografia No. 1
miestra la necrosis producida por el testigo -
positivo,
~ Se empleo como testigo positivo, endotoxina pura de :
Salmonella paratiphy B.

~ La necrosis es bastante aparente y se presentS a las 48 hrs.
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¢ La fotogratfa Fo. 2 muestra la necrosis producida por los extractos

de cada uno de los siquientes polvos; a las 48 hrs:

= Polwo casero del oentro— norte; la necrosis se presentf claramen
te hasta las 72 hrs. en la fotografia se puede ver que es menor
que otras a las 48 hrs. ‘

- Polvo casero del D.F; presenta zona de una necrosis muy grande y
ademds se presents desde las 24 hrs,

- Polwo casero del Bajfo: la necrosis fus menor que la del centro
~ norte.
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~ Polvo casero del Sur: la necrosis fuf aparente hasta las 72 hrs.

~ Polvo concentrado detoxificado por oxidacién con perfxido de -
hidré6geno al 2%: la necrosis fué mucho mayor que en cualquiera
de las otras miestras probadas; se trataba de wa mezcéla de to~
dos los polvos caseros de las diferentes regiones de la Repfi -~
blica y camo podemos ver la detoxificacién por este método no -
fud la adecuada. .

- El comtrol negativo de adrenalina no present$ necrosis.

FOTOGRAFTA No. 2
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Ia fotografia No. 3 presenta la necrosis producida por los extrac

tos de polvo caserc de:

- Jalisco: la necrosis producida fue bastante aparente -y se presen
t6 también desde las 24 hrs.

- Mezcla de polvos y extractos concentrados: la zona de necrosis-
fué muy grande y Se presents tanbién desde las 24 hrs,

- Hidalgo: la necrosis producida por el polvo casero de Hidalgo -
fué la menor.

- Pacffico: la necrosis es aparente y se present6 desde las 24 hrs.

- la Paz: también el polvo casero de la Paz produjo necrosis, aun
que de menor tamafio que la de Jalisco y la mezcla de polwos.

FOTOGRAFIA No. 3




Una manera de corrcborar que en realidad el alergeno del polvo ca
sero contenfa endotoxinas que al ser aplicadas con adrenalina pro
ducian necrosis, fue aplicar un alergeno, en este caso de. fresnc

con 1/10 nl de adrenalina, y los resultados fueron los esperados,
no hubo necrosis, se observé durante 72 hrs. y los xesuitados -
fueron negativos, '

La fotograffa No. 4 muestra la ausencia de necrosis.

FOTOGRAFIA No. 4
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El segundo paso a seguir fué campropar por medio de la prueba de
Limulus que se trataba realmente de endotoxinas; esta prueba es
especifica y muy sensible para detectar pir6genos en inyectables,
Todas las muestras probadas fueron positivas, afin 1la del polvo -
casero que habfa sido previamente detoxificado por oxidacin con
perfixido de hidrSgeno al 2%. En wn principio se pensS que se -
trataba de una reaccién falsa pogitiva, debido a que esta prueba
es miy sensible y todo el material que se use debe estar libre -
de pir6genos, aln el agua para la preparacién de los extractos ;
en el Servicio de Alergia e Inmmologia Clinica del Hosp. Gral .
de México SSA. en la preparaci6n de los alergenos se utiliza agua

' destilada y el material se esteriliza en autoclave pero no es tra -
tado con agua apirogénica.

Por lo tanto se volvib a aplicar en los conejos cada wno de los -
extractos de polvo casero y la necrosis fuf aparente en todos a -
las 24 hrs. El conejo gue se utilizd para esta prueba era henbra

y estaba prefiada; gracias a que la endotoxina se localiza en un -
solo lugar con la adrenalina, el animal no presentf ningln efecto
por la endotoxina. ‘ ’

Comprobado ya por medio de los antiIgenos tipo Boivin y por la prue
ba de Limilus que los alergenos de polvo casero contienen endotoxi
nas capaces de producir necrosis, se prosigui con la detoxifica-
cibn,

El primer mStodo de detoxificaci6n empleado fu€ aplicado en una -
proporcibn 1:1 perGxido de hidrSgeno al 2%, los resultados no fue
‘Ton 1os esperados como ya se dijo: en la fotograffa No. 2 se puede
notar la necrosis que se produjo al ser aplicado con adrenalina,
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Hubo una reaccitn secundaria a los 3 dfas, de edema e inflamacifn,
provocadas quizé por el tratamiento dado al perSxido comercial que
puede contenex componentes Irritantes.,

Se pensS$ en otro método répido y que fuera 100% efectivo, pues =~
nuestro objetivo principal era eliminar la capacidad toxigfnica de
la endotoxina, manteniendo su capacidad antigénica que es indispen
sable en el alergeno, debido a que la endotoxina es wio de los ~
principales causantes del proceso alérgico de los pacientes sensi
bilizados al polvo casero.

El sequndo método empleado fué una oxidacifn directa del alergeno,
para lo cual utiliz6 oxfgeno para burbugear directamente el alerge
no durante media hora, y al ser probado el alergeno en el conejo
disminuy$ la necrosis perc afin aparecia.
La fotografia No. 5 muestra los xesx;ﬂlmtados
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Se volvi6 a oxidar el alergenc de la misma manera pero durante una
hora y los resultados fueron excelentes; el conejo no presents —
necrosis y no hubo reacciones secundarias. Se observb el animal -
durante una semana.

* Ahora se debfa camprobar que en realidad el alergeno perdfa la ca
pacidad toxigénica pero mantenfa su antigenicidad; para ello se -
utiliz6 un conejo que habfa sido previamente sensibilizado al pol
Vo casero, se probd que tuviera 3 cruces de reacci6n con el aler-
geno erpleado actualmente en el Servicio de Alergia e Immunolocfa
Clinica del Hosp. Gral. de MSxico SSA. , y se aplicS el nuevo aler
geno oxidado, Ios resultados fueron favorables pues el animal pre
sentS la misma intensidad de reaccifn con ambos alergenos.

De esta manera el objetivo del trabajo se 1llev6 a cabo obteniendo
un alergeno de mejor calidad v que conserva sus caracteristicas an-
tigénicas, lo cual es muy importante para los pacientes puesto que
se evitan reacciones secundarias, causadas por las toxinas que pue
dan de alguna manera causarle complicaciones, ccmo un aumento de
la temperatura, que camo ya se dijo en algunos pacientes puede pa-
sar desapercibida pero en ocasiones da lugar a una sintomatologia
de mayor severidad. Es de vital importancia que cualquier prepara
cifn para uso humano ténga un estricto control de calidad, para e
vitarle a los pacientes transtormos secundarios a la aplicacifn -
del producto. Es importante hacer notar que todo el material emple
ado debe ser lavado y esterilizado correctamente (Anexo 1), y se —
" debe indicar al paciente de una manera clara y sencilla, camo debe
ser aplicada su vacuna y la forma de mantenerla en condicicnes ade
cuadas de temperatura.
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El empleo de los alergenos en las vacunas no elimina el pedeéinu'.:_en
to, pero de alquna manera, si es empleado adecuadamente, disminuye
la sintomatologfa y el paciente puede controlar su proceso alérgi-
¢co por mucho tiempo. '
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ANEXO 1

USO ADECUADO DEL MATERTAL DE IABORATORIO:

BEn la prictica de alergia es ruy importante la limpieza y esterili

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

solo para prevenir enfermedades transmisibles, sino tanbién para

evitar la administracifn de un antigeno equivocado al paciente, lo

cual es posible cuando se usarcon jeringas previamente, no se proce

dié apropiadamente y tienen restos de otro antigeno.

Cuidado de la Cristaleria:

1} Remojar y remover tapones. Ios tapones se manejan por separado.

2) Hervir los viales en solucifn detergente ( por ejemplo Extran)
por 3 minutos o remojar toda la noche y enjuagar bien en agua.

3) Enjuagar bien en &cido clorhidrico diluido (10 mL de &cido clor
hidrico en 4 litros de agua) llenando cada uno de los viales.
"El cbjeto de este procedimiento es neutralizar la alcalinidad -
residual de algqunos detergentes, pero no todos los detergentes
lo necesitan.

4) Enjuagar muy bien con aqua corriente y finalmente con aqua des
tilada .

5) Extender los viales en toalla o en estante, permitiendo el seca
do durante toda la noche, o secar en horno.

6) Esterilizar en autoclave a 15 1b por 15 min. {1.1 _hg/cmz), o en
hormo de aire seco a 160°C por 2 horas.
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LAVADO DE JERINGAS:

El simple lavado con detergente no necesariamente remieve el mate
rial antigénico, por lo que se xeqwiere un enjuage escrupuloso pa
ra removerlo:

IAVADO DE JERINGAS:

1) Introducirlas en detergente dilufdo apropiadamente.
2) Enjuagar bien a chorro de agua.
3) Enjuagar bien en agua destilada.
4) Llenar la jeringa y remojar toda la noche.
5) Enjuagar una vez mis oon agua destilada y esterilizr en auto -
clave por 15 min, a 15 1b (1.1 kg/cm?) de presin.
CUIDADO DE AGUJAS:
Es miy importante que las agujas estén bien afiladas; para pruebas
intradémmicas esto es de vital importancia, si la prueba ha de ser
realizada correctamente.
Se puede verificar que la aguja estf afilada pasé&ndola por algoddn
y cbservando la punta can un lente de aumento. Es recamendable uti
lizar agujas desechables calibre 27 ( de insulina). El lavado de
agujas desechables consiste en introducirlas en wna soluciln deter
~gente y pbsterio::mente enjuagar con abundante agua destilada. La-
esterilizaci6n se realiza a 15 1b (1.1 kg/cm?).
CUIDANO.DE TAPONES DE HUIE:
1) Restregar los tapones o capuchones hasta remover cualquier par
tfcula.
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2) Remojar toda la noche en soluciSn detergente.

3) Lavar 3 veces a chorro de agua.

4) Enjuagar con agua destilada.

5) Secar por toda la noche.

6) Esterilizar en autoclave a 15 1b (1.1 kg/cm?) por 15 min.
ESTERIT.IZACION:

El propfsito de la esterilizacién es destruir virus, hongos y bac
¥erias tanto en su forma esporulada como no esporulada. El uso de
germicidas quimicos tales como alcohol, fenol, sales cuaternarias
de amonio y agentes similares mis bien resulta adecuado para desin
feccifn. El método mis adecuado es por calor. EL calor destruye a
la bacteria en el lugar donde se encuentra, al igual cque sustancias
thxicas y enzimas, Algunas bacterias son mis dificiles de destruir
que otras; por ejemplo las formas esporuladas que son resistentes
al calor. Por lo tanto, un factor importante en la esterilizacién
por calor es el tiempo de exposicién y los grados de ta@eratura—
necesarios .

Puede amplearse:

a) ebullicifn, b) aceite. cal:.ente, c) pres16n & vapor y ¢) calor
seco, oon el uso de horno, es un método efectivo de esterilizacifn
para instrumentos cortantes, aceites, ceras, polvos y diversos -~
materiales que resisten temperaturas de 160 a 180 °C.

El material utilizado en pruebas de alergla es habitualmente este
rilizado en autoclave.
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ESTERILIZACICN MECANICA ( FILTRACION 'BACI'EI\‘IPNA):

Se emplea cuando el material a esterilizar es f£luido y puede ser
destrufdo por el calor; es particulammente importante para extrac
tos alergénicos cuando la porcifn antigénica de éstos sea termold
bil.

El filtro mis empleado por largo tiempo es el Seitz, cuyas placas
estén formadas por fibras de asbesto y celulosa, pero en los ﬁlt_l_
mos afos se ha generalizado el use de filtros de membrana por te
ner alqunas wventajas.

Es conveniente filtrar a presifn para evitar la desnaturalizacién
de protefnas del extracto, lo cual puede ccurrir si se filtra al
vacfo. (6)
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