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ANTIGENO COLESTERINADO A BASE DE LIQUIDO
CELOMICO, PARA UNA NUEVA PRUEBA DE
FLOCULACION EN LAS ASCARIDIOSIS

- J. Gonzdlez Castro  y T. Ferndndez Amela
Investigador del Consejo Superior Académice de 1a Real Academia
de Investigaciones Cientfficas de Medicina de Granada

Hasta el descubrimiento del ciclo evolutivo del Ascaris lum-
bricoides (Stewart 1916-18; Yoshida 1919 ; Ramson rg1g con
JFoster 1920 y Cram 1921), la ascaridosis fué considerada como
tna helmintiasis exclusivamente intestinal y, por tanto, con ma-
nifestaciones patolégicas, si no exclusivas, al menos predomi-
némtes por parte de este drgano. Con posterioridad a dicho des-
" cubrimiento, a pesar de quedar demostrado el largo camino a
recorrer por las larvas, desde su llegada en los huevos al intesti-
no hasta su retorno a él, después de su trénsito hepato-pulmonar,
y no obstante experiencias humanas como las de los hermanos
Koino (1922), tan demostrativas de la nocividad de estas formas
mmiaduras del parésito en fase de emigracién, la presencia de los
gusanos adultos en el intestino y sus consecuencias inmediatas
ban seguido dominando en la concepcibn patogenética de esta
belmintiasis. Este enfoque incompleto del problema clinico de la
ascaridiosis explica gue, -existiendo una técnica diagnéstica tan
sencilla como {a demostracién de buevos del parisito en heces,
%o se hayan perfeccionado y generalizado algunas pruebas inmu-
modiagndsticas como la desviacién de complemento, 1a precipito-
freaccién y la intradermorreacciébn que, a su mayor complejidad
téenica, unfan un grado relativo de especificidad ; o més correc-
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tamente hablando, una especificidad de grupo. Tal actitud g
estd justificada, pues ni la ovoscopia puede resolvernos todos los
problemas diagnésticos que plantea la ascaridiosis, ni la comple.
Jidad y relativa especificidad de las pruebas inmunodiagnésticss
son tan grandes que no pueda intentarse superarlas, .

En lo que concierne al examen coprolégice, sblo puede resol.
vernos el diagndstico de las ascaridiosis con gusanos adultos ef
intestino, siempre y cuando alguno de ellos sea hembra que pon.
ga huevos ; en caso de 4scaris machos exclusivamente, la ovosco-
pia serd negativa. Durante el periodo de 68 a 86 dias que es nece.
sario transcurran en todo caso de ascaridiosis humana por 4,
lumbricowdes para que las larvas efectfien su total ciclo de emj.
gracién y se hagan adultas en el intestino (Epstein 1892 ; Yoshi.
da 1919 ; Vogel y Minning 1942 ; Ldpez Neyra 1948), su valor
diagnéstico es nulo, asi como en las infestaciones humanas con
diversas especies de scaris de animales. Si se exceptfia el 4.
sunm, de las restantes especies ascaridianas de animales, sblo
algunas en contadisimos casos llegan a cumplir la totalidad de su
ciclo hrasta formas adultas, siendo lo habitual hagan emigracio-
nes histicas, cuvas caracteristicas aGn no son hien conocidas en
la especie humana, pero si en algunos animales de experimenta.
¢ibn (experiencias en roedores de Tiner 1951-52-53 y Sprent
1951-52-53}, enguistindose en drganos v tejidos diversos para
después ser destrufdas, o bien llegandc a intestino y saliendo al
exterior con las heces. Ahora bien, la capacidad patogenética de
los dscaris no se limita a su habitacién intestinal, sino que tam-
bién se extiende a los 6rganos v tejidos que habitualmente inva.
den en la fase somética de la infestacién, v con menos frecuencia,
aungue no raramente, a todos los érganos de nuestro cuerpo a
donde pueden liegar por una emigraciébn anémala, en el caso del
fiscaris humano, o por particularidades de su emigracién en hos-
pedador no 6ptimo, en el caso de especies ascaridianas de anima-
les. La consecuencia de sus lesiones, aunque muchas veces sea
de poca importancia, conduce otras a procesos graves e incluso
mortales, segln la intensidad de la infestacién, brgancs afecta-
dos v posible facilitacién de actividades nocivas a otros agentes
patégenos. Hechos demostrativos de lo que decimos podemos en-
contrar entre otros muchos en los trabajos de Koino (1922), Mu-
ller (1938), Vogel y Minning (1942) y Takata (1g51), sobre afec-
ciones pulmonares humanas desde muy ligeras hasta graves ob
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servadas en individuos experimentalmente infestados con 4. lum-
bricoides 3 A. suum v los de Birk (1933), Lépez-Nevra con Gon-
zhlez de Vega (1948) v Gonzilez de Vega (1948) de afecciones
del mismo tipo ocurridas de forma espontinea en el hombre ; en
los de Mercer y col. (1g50) v Behrer (1951) de eosinofilia crénica
jutensa, ligera infiltracién pulmonar, catarro, fiebre, hiperglo-
pulinemia v hepatomegalia con’lesiones granulomatosas hepéti-
cas en las que se observaron larvas de A. Iumbricoides, siendo
posiblemente del mismo origen las lesiones hepéaticas con eosino-
filia observadas en los casos descritos por Zuelzer v Apt (1949) v
por Perlingiero ¥ Gyorgy (1947) ; en los de localizacién de lar-
vas ascaridianas en cerebro como ¢l de Beautyman v Woolf (1931)
que encuentran una larva en el tdlamo izquierdo de una niia
muerta de poliomielitis, los de Lotmar (1951) con sintomas epi-
lépticos ¥ hemiparéxicos, posiblemente debidos a focos reaccio-
pales del cerebro, sensibilizados a las toxinas ascaridianas, por
localizacién anterior de larvas, v el de Botman (1951) de arac-
poiditis posterior en un nifio muerto durnte una epidemia de
encefalitis con hallazgo de larvas en meninges; en los de lo-
calizacién ocular, como el de Parsons {1952) v probablemente
dgunos de los 46 casos de endoftalmitis en adolescentes ame-
ricanos, cuyos ojos fueron estudiados histopatolégicamente por
Wilder (rgs50), mostrando abscesos eosinédfilos o endoftalmitis
granulomatosa y comprobindose en 24 la presencia de larvas
nematoidianas, cuyo diagndstico exacto no se hizo, aunque se
pensé pudieran ser de anquilostoma ; finalmente, en el caso de
Adelson {1952) de un nifio con larva ascaridiana en una extensa
zona de necrosis con transformacién granulomatosa y exudado
inflamatorio enla pared del ventriculo izquierdo.

Esta enumeracién con la que no hemos pretendido agotar la
totalidad de la casuistica, pone de manifiesto la necesidad de un
método de inmunodiagndstico, a ser posible de ejecucién fécil v
al alcance de cualquier laboratorio, que permitiera reconocer esta
primera fase de la ascaridiosis, méxime si se tiene en cuenta que
es durante ella cuando la estimulacién antigénica y consecuente
produccién de anticuerpos alcanza su miximo y que las probabi-
lidades para un diagnéstico histopatolégico son minimas, no sblo
por la imposbilidad de obtener en vida biopsias de algunos érga-
nos, sino también por la dificultad de precisar exactamente las
lesiones en érganos asequibles v por lo prolijo de la localizacién



_284.._

de las larvas en los cortes, Recordemos que Wilder para encop.
trar una larva de scaris en un ojo, tuvo que llevar a c_abo la pa..
ciente tarea (de heroica la califica Shohc 1953) de examinar 2,300
cortes seriados. o ‘
Por lo que respecta a la fase cavitaria o intestinal de la asca,
ridiosis, son bien conocidos los casos de emigracidén de éscan‘s
adultos con localizaciones muy diversas en pulmén, pleura, peri..
toneo, higado, etc. En algunos c}e estos casos que no llegan a la
mesa del cirujano por su evglucnc’m subaguda o crénica v en j!g&
que por un contacto més intimo de los gusanos con el medio in-
terno se incrementarfa en forma acusada la f9rma016n de anti-
cuerpos, una prueba inmunodiagnéstica asequible al !ai)or'atogm
prictico podria resolver nuestras dudas sobre la etiologia del
pmcl?ccl}épendientemente de su interés -p}'éctico, una prue;)? inmu.
nodiagnéstica ficil v segura constituiria un vah?so medio auxi-
liar en la resolucién de diversos problm}lz}s oy dia planteados e
el campo de la investigacién patogenética de las em1‘g?§c1ones.
larvarias ascaridianas, v més concretz}mente,.el de la accion vee-
torial. Gonzélez Castro (1950) res'urmé las dwel:sas .aport?clmnes‘
hechas por diversos autores al capitulo de la gcc16n vectoria ve:;
midiana y en particular por larvas de #scaris, aportaciones gu
si bien son escasos, 10 siempre concluygntes ¥y a veces contradic-
torias, abren amplios horizontes a la 1‘nvest1gac'16n.. Dest}e:.ca ten
este trabajo por su interés epxdemlglégmf) v sanitario su 15: t:e
sis sobre el papel de los nematodes fn_testmales 'hum?nfos, 3; ¢
ellos el A. lombricoides, como facilitadores de la in ec:llelnmpi:-
el virus poliomielitico e incluso como posibles vectoreds ) i
mo. Por lo que atafie al Ascaris, 1pdepend1‘entemen_t.e e qs _ngn.
diera intervenir como portador activo o pasivo de} nrvfz, e 1v e
dable que gusanos adultos, larvas_: en vias de emtbgracgén )i’n'testh
comparten con relativa frecuencia la misma ’ha1 itact 1; tests
nal v, por consiguiente, los gusanos con sus lesmneesp:n ol
facilitar su paso a través de la pared intestinal v lo qﬁue —
més interesante, arrastrarlo a dryganos y tepd_os miés pro o
incluyendo cl sistema nervioso central. Esta hipbtesis, qu}eres‘ﬂ.
concerniente al E. vermicularis ha cncqntrado apoyo en e(I o
tado de las investiyaciones epidemiolbgicas de Thomps’on 13 que'
Gonzalez Castro con Manas (1952-53) ¥ ]ongs (1954} 3 eflMai'iaS\
respecta al 4. hombricoides en las de Gonzilez Castro ¥

(1952-53) ¥ en los casos de larvas ascaridianas en sistema ner-
vioso de Beautyman v Wolf (1951) v de Botman (1951), adquie-
ye nuevo interés como consecuencia de recientes trabajos.
La localizacién de larvas de 4scaris en cerebro de animales
gque no eran sus hospedadores éptimos, fué ya observada pur
Fulleborn (1921) ¥ por Yokogawa (1923) trabajando con ratones
4 los que infectaban con 7. canis. Pero han sido las investigacio-
nes en estos (ltimos afios de Sprent (19 51-52-53) y Tiner (1949-
51-52-53) las que han puesto de manifiesto ciertas particularida-
des en cuanto a la emigracién v localizacién de larvas ascaridia-
nas de distintas especies, en diversas especies de roedores que no
eran sus hospedadores habituales, Destaca entre ellas la tenden.
dia de las larvas del 4scaris del «raccoon» (mapache), del A. co-
lumnaris del «skunk», (zorrillo), del 4scaris del tejébn v del T.
canis a emigrar a encéfalo v médula, ocasionando lesiones que
para las tres primeras especies citadas pueden ser graves e inclu-
so mortales, no asi para la fltima, cuya localizacién nerviosa
snele transcurrir sin manifestaciones neurolégicas apreciables.
Por el momento no contamos con datos seguros acerca de si1 lar-
vas ascaridianas de animales, especialmente carnivoros domésti-
cos y peridomésticos, presentan un neurotropismo similar en el
Bombre. Pero tal poibilidad debe tomarse en consideracibén, como
también el papel que estas larvas pudieran desempefiar como fac-
tores provocadores o desencadenantes, por el arrastre del virus po-
liomielitico, de otros virus e incluso bacterias desde el intestino o
desde la sangre a la intimidad del tejido nervioso. En este sentido
€s aportuno recordar, que larvas de T'. canis han sido encontradas
e el hombre (casos de granuloma eosinéfilo hepitico de Mercer
Yool. 1950, de Belirer 1951 y de Beaver y col. 1952), siendo muy
probable que la larva de 4scaris encontrada por Beautyman y
Wolf (1951) en el nficleo wventralis lateralis» del tilamo izquier-
do de un nifio muerto de poliomielitis,fuese de T'. canis y no de
4. lumbricoides como apuntan los mismos autores.

Los trabajos de Shoho (1951-54) ¥ los de Innes y Sholio
(1952-53) sobre la Cerebro-espinal Nematoidiasis o Setariosis v
sus posibles relaciones con la Encefalitis Japonesa B, si bien
Teférentes a 1a localizacién en sistema nervioso central de esta-
Yos larvarios de un filirido {(Setaria digitata de los bévidos) cuan-
do infesta hospedadores no especificos como cabras, ovejas, ca-

ballos y posiblemente hombre, constituyven una valiosa aporta-
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cifn a la patologia de las emigraciones larvarias vermidianas eg,
hospedadores no 6ptimos v un seguro exponente de su jnterg
médico v veterinario. La coexistencia en sistema nervioso de s
lesiones propias del virus encefalitico con las especificas del pa.
rasito (focos de encefalomalacia), seg@in comprobaron en caballss
Sugawa, Mochiznki ¥ Yamamoto (1949) apova las sugerencias
de Sholo {(1551) e Innes vy Shoho (1a52) de gue las larvas filar.
nas actien destruyendo a2 barrera hemato-encefalica, permitien.
do la invasifm por el virus. Pero la aportacién méis demostrativg
del papel de larvas nematoidianas nevrotrépicas como factor des-
encadenante en procesos virésicos encefalico ¢s la de Mochizuld,
Tomimura y Oka (1953); trabajando con el ascaris del perro
(T'. canis) y con el virus de la Encefalitis Japonesa B demues-
tran que la emigracidn cerebral de las Jarvas del parasito fué con-
siderablemente cfectivo como factor provocador experimental de
Encefalitis Japonesa B en los ratones, pareciendo actuar las lar.
vas por destruccibn de la harrera hemato-encefélica.

Todas estas consideraciones, unido a los resultados alentado-
res que en nuestras primeras experiencias obtuvimos (Gonzélez
Castro, Fernindez Amela y Guevara Pozo 1955 v Gonzélez Cas-
tro con Fernindez Amela 1955) con la prueba de floculacién pars:
la triguinosis de Suessenguth v Kline (1944) utilizando el aai-
geno mejorado de Suessenguth (19471, nos animé a intentar ob-
tener un antigeno y una prucha con igual fundamento para &
ascaridiosis. En nuestras prinieras tentativas para obtener una
emulsién antigénica, utilizamos larvas del parisito hhumano (4.
hembricoides) siguiendo estrictamente 12 pauta de Suessenguth
(1047), consigwiendo muestras gue funcionaban correctamente.
No obstante, considerando el intimo parentesco bioldgice del 4.
lumbricoides v del A. sunm (como nuevamente confirma Takata
I 1951, provocando infestaciones experiinentales humanas col
el dscaris del cerdo), su estrechn comunidad antigénica cuanda
s¢ opera con extractos totales del gusano (Campbell 1g37), v ls
identidad de antigenos, si no total, al mencs amplia, entre for-
mas adultas v larvarias y entre diversos érpanos v tejidos de un
mismo gusano (Culberson 1941, Canning 1929}, decidimos em-
plear el liquido celfnico del fiscans suino, lo que repr-,;.r.-::ntﬁ".*l

una gran simplificacifn téenica. Con ello resolviamos el proble-

ma del aprovisionamiento de gusanos, no siempre factible cuands
s¢ trate de la especie humana, eliminando también el process
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complejo v poco productivo de ia recosida de huevos uteriuos,
,ultive v liberacién de larvas,

Para claborar su antigeno, Suessenguth v Kline (1044) v
Suessenguth {1947) preparan primero una suspensidn de micro-
cristales de colesterina virtiendo gota a gota una soluciin aleo-
pélica de la misma sobre agna destilada, v a ella agregan un ex-
tracte zlcalino de larvas de triquina liofilizadas, que al precij-
tar recubre los microcristales dotandolos de propiedades antigé-
nicas especificas ; al conjunto afiaden suero salino fisiolégico, re-
sultando asi la emulsién antigénica para Ia prucba. La sustitu-
cibn del extracto alcalino de larvas de triguina por una mezcla en
las debidas proporciones de liquido celémico v solucién de carbu-
pato sidico al o't por 100, nos ha permitido obtener emulsiones
antigénicas que funcionan correctamente con inmnnisneros anti-
dscaris ¥ con sueros negativos y 2 las que denemimimos A, 8, K.

En intentos ulteriores para perfeccionar estas emulsiones,
comprobamos que, virtiendo gota a gota la solucién de colesteri-
s sobre una mezcla de agua y JMquido celémico v afiadiendo des-
pués nna pequeiia cantidad de solucidén de carbonato sédico, se
ebtenfan igualmente emulsiones antigénicas, pero algo mis sen-
sibles, estables y de microcristales més pequefios v uniformes.
En atencibn a la originalidad de la técnica fueron denominadas
A. O. Estas Gitimas han sido objeto principal de nuestro estu-
dio, asi como una modificacién de las mismas consistente en el
lavado repetido de los ‘microcristales de colesterina con suero
salino ; a las emulsiones A. O. lavadas las denominamos A. O. L. .

En el presente trabajo sflo nos vamos a referir a estos dos
iltimos tipos de emulsiones antigénicas, decribiendo la técniea
de ohtencién y dando una breve impresién general sobre los re-
suitados hasta alora obtenidos. Un estudio més amplio y deteni-
do de los distintos tipos de emulsiones antigénicas y de su ensa-
voexperimental serd dado a conocer por uno de nosotros (F. Ame-
lz] en su tesis doctoral.

MATER1ATY,

Se precisa el siguiente material :

1.° FPipetasde 1y 2 ¢. c. divididas en décimas ; pipelas Pas-
fElIJT de punta capilar ; probeta de 10 c. ¢. con tapén esmerilado ;
cajas de Petr de 30-40 cm. de difmetro; un cristalizador de 2
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litros de capacidad ; tubos cénicos de centrifuga de 10 ¢, ¢.; ty.
bos de hemolisis ; frasquitos de vidrio con tapdn esmerilado de
15 ¢. ¢ ; portas excavados, placas de Kline o placas rectangula.
res de vidrio v dtiles necesarios para hacer anillos de parafiza ;
escalpelo ; pinzas de diseccidn ; centrifuga capaz de alcanzar
4.000-5.000 I'. P. M.

2.°Solucién salina.—Se prepara al 0’85 x 100 v en cantidad
de 10-12 litros, debiendo esterilizarse al autoclave. Sirve para a]
lavado de los 4scaris y para preparar la emulsidn antigénica,

3." Solucidn de carbonato sddico.—o’1 gr. de carbonato sé.
dico anhidro Merck p. a., se disuelven en 100 ¢. c. de agua bides.
tilada, Solo debe utilizarse recién preparada. -

4. Solucién de colesterina.—1 gr. de colesterina Pfanstieh]
C. P. (precipitada de alcohol para la prueba de Kline) se vierte
en un frasco de vidrio de 125 c. ¢. con tapbn esmerilado, agre-
gando 100 c. ¢. de alcohol absoluto Merck p. a. Bien tapado ¢}
frasco se lleva a la estufa a 37° C, agitindose de vez en cuandy
hasta la completa disolucién de la colesterina. Otras marcas de
colesterina como la Merck y Kalbaum, pueden también utili.
zarse,

5. Liquido celémico.—Se obtiene de ascaris del cerdo reco-
gidos en el matadero en el momento del sacrificio v transportados
al laboratorio en bocales anchos con solucién salina fisiologica,
L'na vez en el laboratorio, se lavan 10-12 veces en suero salino
estéril, hasta asegurarse no queda la nienor traza de materias
intestinales del cerdo, sometiendo finalmente cada ejemplar a un
lavado a chorro con la misma solucién. Dispuestos en un crista-
lizador con suero salino estéril, se llevan a la estufa regulada g
37*C ; pasados 15-20 minutos se sacan de la estufa, selecciondn-
dose aquellos ejemplares que por sus movimientos denotan gran
vitalidad, volviendo a lavarse a chorro con suero salino estéril.
Cada 4scaris se enjuga entre varias hojas de pape! de filtro, y por
lotes de 5 6 6, se disponen paralelamente en una caja de Petri.
Con un escalpelo bien afilado, o mejor aiin, con una cuchilla de
afeitar, se hace una incisién de 2-3 cm. en ambos extremos de
cada gusano, procurande no profundizar demasiado de forma
que no se lesionen es6fago ni intestino, reduciendo asi en lo posi-

ble toda contaminacién bacteriana de este origen. Valiéndose de

cnalquier dispositivo (cufia de madera, varilla gruesa de vidrio)
se da cierta inclinacién a la caja de Petri con objeto de que el

— 289 —

Tiquido celémico que fluye de los gusanos se acumule en su parte
. mis declive ; de aqui se recoge con pipeta v se trasvasa a un
tubo de centrifuga, El deslizamiento con ligera compresién del
dorso del escalpelo sobre la superficie de los dscaris, facilita la
salida del liquido celémico. UIna vez en el tubo, se centrifuga a
3.000-4.000 T. p. m. durante una hora, para descartar particu-
las de tejidos v gérmenes que pudieran haber sido arrastrados de
la cubierta de los gusanos, El liquido sobrenadante se decanta
-g un tubo de hemolisis, debiendo utilizarse inmediatamente en
1a elaboracibén de las suspensiones antigénicas.

6.° Agua recientemente bidestilada.

7. Sueros control megativos y positives. — Los positivos
pueden ser de individuos o de cerdos que padezcan ascaridiosis,
si bien son preferibles Jos obtenidos de conejos a los 15-20 dias
de su infestacién experimental con 100-500 huevos larvados de
A. suum. Preferible a una simple infestacién seri hacerla doble
«con intervalo de 25 dias, contando a partir de la filtima infesta-
«ibn la fecha adecuada para hacer la sangria. En cuanto a los
speros negativos, 1o es recomendable usar los de individuos o
.cerdos sin huevos de 4scaris en heces, puesto que pueden encon-
trarse en fase de invasién tisular, o con parésitos exchisivamen-
te machos o incompletamente maduros, o poseer anticuerpos de
infestaciones anteriores. Tampoco se deberin emplear indiscri-
minativamente sueros de conejos normales, pues por su alimen-
tacibn vegetal pueden haber sido infestados esponténeamente,
.como los antores han podido comprobar. Lo indicado es utilizar
para este fin conejos criados en el lahoratorio ¥ alimentados con
dieta que excluya este peligro, y comprobar sus sueres con otras
praebas inmunolégicas como la precipitorreaccién o la desvia-
«¢ién de complemento. Los sueros controles se pueden conservar
después de inactivados a 56° C agregindoles un 1 x 10.000 de
wertiolato y manteniéndolos en el refrigerador a 4.° C. Deben
utilizarse para la comprobacién de las emulsiones antigénicas en
] momento de su elaboracién vy posteriormente para vigilar su
funcionamiento.

PREPARACION DE LAS EMULSIONES ANTIGENICAS Tiro A, O.

Deber# ajustarse a la siguiente técnica :
1.” LEn la probeta de 10 ¢. ¢. con tapbn esmierilado se ponen



0'8 ¢. ¢. de abua bidestilada y 0’2 ¢. ¢. de liquido celdmico, mez.

clndose por ligera agitacton. Resulta un ligumido blanguecing

opalescente, en el gue eventualmente se forma un ligero v fing
precipitada.

2,° Teniendo la probeta en la mano derecha, con Ja 1Zqiers
da y con una Pipeta Pastear de punta capilar, se agrega lenta-
mente v gola a gota 1 c. ¢, de la solucidn alcohdlica de colesteri.
na. Las gotas delerdn caer sobre la mezcla agua-liguido celémi.

co ¥ o sobre las paredes de la probeta, agitdndose esta enérgics.’

mente despuds de cada adicidn. No es 1ndispensable, pero si con-
veniente colocar en un tubo de hemolisis el ¢. ¢. de solucibn alco-
thélica de colesterina con el gue se va a claborar la emulsidn anti-

génica v soplar en su seno con una pipeta Pasteur durante medio -

a un minuto, utilizdndose después en la forma descrita. Operan-
do as! se suelen obtener emulsiones mis sensibles,

3. Tapada Ja probeta se agita enérgicamente durante un

minuto, de forma que el liguido se provecte del fondo a la boea
del recipiente v viceversa.

4." Se agregan 0'3 ¢. ¢. de solucidn de carbonato sédico an-
tiudre al 0’1 por 100, agitdndose como en el tiempo antenor du-
rante un minuto.

5. Con pipeta ternunal se vierten répidamente 2 c. ¢ de
suere salino al 0’85 por 100, repitiéndose la agitacién durante un,
minuto. ’

6.° Se deja reposar la emulsidn durante 12 horas a Ja tem-
peratura del laboratorio.

© 7.0 Se agita enérgicamente un minuto, dejindola después.
reposar un cuarto de hora.

5. Decantacién a un tubo cimico de centrifuga, procurands
no arrastrar Ja espuma y centrifugacién durante 3 minutos a 500
r. p. m. El liquido supernadante blanco-lechoso constituye la
emulsién antipénica lista para su uso, que debe trasvasarse a na
frasguito con tapdn de vidrio o de goma y conservarse en el refn-
werador. Paszadas algunas horas, a veces dias, las particulas anti-
;:uni:{dr]:.ﬂ de colesterina sedimentan con o sin previa forpiacibén
de fifcnlos pruesos, Ello no influye sobre e] buen funcionamien-
to de las emulsiones, si se agitan enérgicamente cada vez gue e
empleen, cun lo gue su uniformidad y perfecta dispersibn de sus
particnlas se recupera de nuevo,

No todos los Jotes de liquido celémico a la dosis de o'2 ¢. €.

dan antigenos de la nusma sensibilidad y por tanto de resultados
comparables. La dosis de liquido celémico gue permite obtener
el 6ptimo de sensibilidad varia de unos a otros entre o' y '35
¢. ¢. Dispouendo de sueros patrones, deben elaborarse varias.
puestras de emulsiones antigénicas con 0'1g, 0’20, 0°25, 0'30 v
'35 ¢. ¢. de liquido celémico, y elegir entre ellas la de maxima
sensibilidad. Operando asi se obtiepen emulsiones més homogé-
geas en sus resultados, pero no siempre de idéntica sensibilidad.
Sospechando que esta desigualdad pudiera obedecer a la persis-
tencia en las emulsiones de fracciomes antigénicas solubles (no
precipitadas por el alcobol) de concentracién variable (de acuerdo
con los cambros de composicién de unos a otros liquidos celémi-
cos}, que absorbiendo anticuerpos proporcionalmente a su con-
centractébn y disminuyendo por tanto la cantidad de los actuan-
tes sobre los microcristales antigenizados de colesterina produci-
rian una desigual disminuciébn de sensibilidad de unas a otras
ruestras, se probd €] efecto del lavado con suero salino. Com-
probamas que; procediendo asi, a partir del 3.° y con més seguri-
dad del 4.° lavado, no sblo se incrementaba notablemente la sen-
sibilidad, sino que se ignalaban muestras de sensibilidad original
wuy dispar.

OBTENCION DE LAS EMULSIONES ANTIGEMICAS A. O. L,
I-O
descrita.

2. Se ceotrifuga en tubo cénico a §.000 r. p. m. hasta la
total sedimentacién de Jos microcristales de colesterina ; se tira
el liquido sobrenadante y se resuspende el sedimento en igual
volumen de solucibn salina al 0,85 por 100.

3." Se tapa el tubo con tapin de goma, agitdndose enérgi--
camente un minuvto.

4." Se centrifuga a §.000 r. p. m. hasta total sedimentacién
de la colesterina, se tira el liquido sobrenadante y se resuspende
¢l sedimento en igual volumen de suero salino. Esta operacién se
repite 2.3 veces més. '

5. Una vez resuspendido el sedimento después de la iltima
centrifugacién, se tapa el tubo y se agita enérgicamente durante-
IO minuios.

Se elabora una emaulsibn antigénica A. Q. por la téenice:



— 202 —

6. Se agrega o'1o c. c. de solucién de carbonato sédico aj
‘0’1 por 100 v se agita enérgicamente durante § minutos.

7-° Se agrega 0'35 c. c. de alcohol absoluto repitiendo I3
agitacién durante un minuto.

8. Centrifugacién a 500 r. p. m. durante 2 minutos, Se
decanta el liguido blanco-lechoso sobrenadante que constituye I
-emulsion antigénica.

TECNICA DE LA REACCION
1.” El suero sanguineo se obtiene en la forma habitual, de-
biendo estar exento de hematies y hemoglobina. Se inactivari
media hora a 56° C, pues en suero activo la sensibilidad de 1a
prueba es mucho menor.

2.° En la oquedad de un porta excavado se pipetea 0’1 c. ¢
de suero. Cuando se desea probar simultineamente varios sue-
ros, es més prictico emplear placas de Kline o placas de vidrie
con anillos de parafina.

3. Después de agitar enérgicamente y durante un minuto
la emulsidn antigénica, se toma con pipeta Pasteur de punta ca-
pilar virtiéndose una gota sobre el suero.

4.° Colocado el porta o la placa sebre la superficie plana de
la mesa, se rota durante 6 minutos, describiendo circulos de
aproximadamente 1'§ cm. y a razén de 130-I50 vueltas por mi-
nuto.

5. La lectura de los resultados se hace al microscopio a 100
-didmetros de anmento {objetivo 16 mm. y ocular 10 x) y con
poca intensidad luminica. En caso negativo, se observarin los mi-
crocristales de colesterina aislados v perfectamente dispersos en
el seno del suero. En los sueros positivos se forman conglomera-
dos firmes de cristales (fi6culos), cuyo tamafio guarda relacién
-con la intensidad de la reaccibn. Las positividades se expresan
con una o varias cruces segfin el tamafio de los flécnlos v €l ma-
yor o menor nfimero de microcristales de colesterina que que-
dan libres.

Al efectuar cada prueba, se deberin incluir tres coumtroles,
uno en suero negativo, otro en stiero positivo y otro en solucién
salina fisiolégica. -

Titulcién de los sucros positivos.—De los sueros positivos-se
hacen diluciones (1/2, 1,4, 1/85, etc.), repitiendo la prueba con

cada una de ellas. El titulo del suero se expresari por la Gltima:
ditucibn que fué positiva, seguida de una o més cruces, segfin la
intensidad a que en ella se da la reacci6n.

COMPROBACION DE LA ESTABILIDAD, ESPECIFICIDAD v SENSIBIL!.
DAD DE LAS EMULSIONES ANTIGENICAs A. O. v A, O. 1.

Estabilidad.

Ambos tipos de emulsiones dejadas en reposo sedimentan,
con o sin formacibén previa de fléculos macroscépicos, en un tiem-
po que varia de algunas horas a 2-3 dias. Habitualinente este
fendmeno no presupone la firme conglomeracién de los micro-
cristales de colesterina. Todas las muestras examinadas de
emulsiones A. O., durante un plazo de 50 dias, se homonei-
zaban completamente después de agitaciéon v las pruebas control
en suero salino v en sueros negativos mostraron siempre coui-
pletamente aislados v perfectamente dispersos los microcristales
de colesterina. Durante €] mismo espacio de tiempo algunas emu]-
siones A. O. L. tendian a formar pequefios v firmes conglome-
rados de microcristales (verdaderos microfléculos) mas dificiles
de deshacer por agitacién, que en las pruebas controles daban la
imagen microscbpica de una reacciébn débil positiva. Una agita-
cibn muy prolongada v enérgica seguida de ligera centrifuga--
cién {soor. p. m.) y decantado, suele corregir este defecto. Como
edemés de esto las emulsiones lavadas y conservadas largo tiem-
po pueden sufrir contaminaciones por hongos, es aconsejable con-
servar las emulsiones A. O. en el refrigerador v preperar a partir
de ellas las A. O. L. que hayan de emplearse en un corta perfo-
do de tiempo.

Especificidad.

Las pruebas de especificidad se efectuaron : 1.° Con sueros
negativos de conejos criados y alimentados con dieta especial en
€l laboratorio para prevenir contaminaciones ascaridianas espon-
tineas y con sueros humano pertenecientes a nifios de 1 a 3 me-
ses. 2. Con sueros anti-dscaris: a), de cerdos parasitados por
A. suum v de conejos experimentalmente infestados con este
gusano ; b), de personas con abundantes huevos de 4. lumbri-
¢coides en heces fecales v de conejos experimentalmente infesta-.
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dos con este gusano ; ¢), de ovejas, cabras y vacas parasitadas
por N. vikdlorum, A, ovis v A. apris, respectivamente. 3." Cop
suero de un conejo incculado con extracto salino total de E. gep-
micularis {30 pusancs adoltos) recogidos en apéndices humangs,
el de un cerdo joven parasitade por T. trichiura y no parasitads
por Ascaris v ¢l de conejos y ratones infestados experimental.
mente con 1 richinelle spiralis. 4.* Con sueros de ovejas, cabras
v vacas parasitedas por F, hepdtico y por Cuiste hidalidico y
de conejes incenlados con lignido hidatidico.

Todas los suercs fueron sometidos previamente a pruebas da

precipitacién con ¢xtractso salinos totales de _A, lumbn'cofd.gs v
A. swun . ademis para aquellos correspondientes a ‘helmintos
distintos de los #scaris, con extractos salinos de los pardsites
homélogos, exceptuindose el suero anti-7'. trichiura que no fué
probado, Los extractos salinos para estas pruebas sc prepararon
por triturado de gusanos frescos, diluyeado el tnturacf'lo al 1 x
100, centrifuvando esta solucién y empleando el lquido super-
nadante puro v dilufdo al 1 x 100, T x 500y T X T.000. La
prueba de precipitacién se efectué por el método del anillo, super-
poniendo suero y solucién antigénica, dejando a la temperaturs
de 1a habitacién v haciendo la lectura a los 30, 60 v 120 minutos.
En todas las pruebas se colocaron controles de uero salino y sue-
ro nepativo. Se seleccionaron como sueros tipo para la compro-
bacitn de las cmulsiones antigénicas, aquellos sueros normales
gne dieron una prueba de precipitacién negativa a A. lumbricol-
des v a A. sutim, los sueros anti-4scaris con precipitarreaccibn
positiva a los antipenos de dichos dscaris, ¥ los inmunisveros de
las especias vermidianas no ascaridianas, que no reaceionaren
con los antfgenos ascandibsicos v si con los antigenos homélo-
pas. De los sueres antivermidianos se prefierieron aquellos que
daban una precipitorreaccibn positiva a mis altas diluciones de
las soluciones antigénicas correspondientes. En la comprobacitn
de cada lote de emulsiones antigénicas se emplearon z a 4 speros
de cada tipo, con excepaidn de los anlisueras E. vermicularis y
T, trichinra de los que s6lo se utihzd unao,

Como sintesis de los resutiados obtenidos, podemaos decir que
ambos tipus de emulsiones antigénicas flocularon por Jo general
intensamente en sucros anti-Ascaris homblogos, no haciéndolo en
sueros negativos, Con sucros anti-Ascaris heterflogos (N, viti-
lovion, A. lwmbricoides, A. ovis v A, apris) reaccionaron positl-

. vamente, poniendo asi de manifiesto la comunidad antigénica
existente entre diversas especies de &scaris va precedentemente
comprobada por diversos autores (Schwartz 1920, Hektoen 1526,
Campbell 1037}, utilizando la prueba de precipitacién con extrac-
{gs salinos totales. Con los antisueros E. wvermucularis, T. fri-
chiura, 1. spiralis, Quiste hidatidico v F. hepdtica, 1a prucha
fué negativa. Asl, pues, la prueba de floculacién para la ascari-
diosis mostrd una especificidad de grupo comin a distintas espe-
ces de la familia Adscaridae, no dando reacciones eruzadas con
dos especies nematoidianas frecuentes en el hombre, ni con otras
dos especies de wusanos representativas de las clases Ceefoda v
Trematoda. )

Sensibrlidad .

Ya dipmos que cuando se preparan las emulsiones anlipeni-
" eas A, Q. con ligwdo celémico de distintos dscaris y més atn con
liquidos de 4scaris procedentes de distintos animales, presentan
diferencias de sensibilidad frente a un mismo suero positivo. La
cuantiz ce estas diferencias en suero puro puede llegar a ser de
dos + v en las titulaciones hasta 3 dobles djluciones, Por el con-
trario, la sensibilidad de distintas muestras de emulsiones A. O.
L. suele ser idéntica 0 muy parccida ; en suero puro raramente se
gprecian diferencias de un +, obteniéndose con un mismo suero
idéntico titulo con ligeras variaciones de la intensidad de Ja reac-
ci6n en la dilucidén limite.

L.as emulsones A. O. L. son mis sensibles que snus homélo-
gas A. 0, Unando estas iltimas se elaboran con la dosis éptima
de liquide celdmico v al mismo tiempo se opera con =olucién de
tolesterina soplada, la diferencia en la titulacién de un mismo
suero positivo puede no ser superior a una doble dilueifin. Traba-
jando con emulsiones elaboradas con una dosis fija (0’2 ¢. ¢,
de liquido celémico obtenido de diferentes lotes de dscaris, las
diferencias son de 2 a 5 dobles dilutiones, llegando exceprional-
mente a 7.

En conejos infestados con una dosis de hueves larvados de
A, sium que oscild entre 40 v 200 huevos, la prusha de flocula-
clfim con emulsiones A, O. L. fué por primera vez positiva del
5" al 10" dia después de la infestaciin ; la maxima concentra-
¢ibn de anticuerpos se observd entre el 15.° v 25, dfa, €l tftulo
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miximo fué 1/256 v la prueba se negativizd en los animales gpe -

recibicron mas bajes dosis el 7z.° dia, continuando en los demiby

positiva sin exceder su titulo de 1/4.

También con emulsiones A, (1. L. la prueba fué positiva en
un total de 17 sueros humanos investigados, pertemecientes 3
individuos con huevos de dscaris en heces; el titulo méiximo fug
1 125 v ¢l mis bajo 1/4. Por excepcibn observamas un titule
e 1y rer vn ur individuo con infiltrado eosinéfilo v otre del
1/ .00 en una enferma diagnosticada de sarcoma hepético,, diag-
néstico que tras lapa ratomia parecid confirmar la inspeccién de
hipado, pero no la biopsia en la que se pudieron observar lesin.
nes grannlomatosas inespecificas con cierto predominio de cély-
las ensinGfilaz, Ulteriormente la evolucién favorable del proceso
con recuperacibn casi total al afie y medio descartd en absolulo

la etiologia sarcomatosa.

RESUMEN

Se describen dos tipos e emulsinnes antizdnicas eolesterinadas a hase
de lguido celdmico de 4. sunm (tipo A, Oy tipo A, O. L) para A
nueva prueba de fAocalacitn en !a azearidicsizs. Frente a sucros de 11:'-'_ Ta
siip capecies de dsearis mostraren una egpeeificidad de prupo, Frenle a fo-
]']1]_[1'1].5|.|_1|_'r||:-| cormespondicntes a I vermicwlans, I, iriciuera, 1. .*':‘.‘Ir-ll'lli,
F. hepilica y Quiste hidatldice no hubo reacciones cruzadas, Las emu-
siones tipo A. LY s¢ manticoen por mas bempo estables que Tas A, l{. L
perd sty sensibilidad €5 menor v, ol contrario que Galas, prescnta variacios
nes en muestras clabernda: con distintos lotes de lguide celémicn. Con
emulsiones A, (), L., los primeras reacciones positivas se observaron ya a
e.” dla en conejos infestados cnn A, gower; el titulo méximo se aleaned
del 15 al ag dias, v on conejos débilmente infestados la prucha fuf ne
-,:at:l.;.l. p los 75 dfss, no asl en los que recibieron dosis mis altas de hue-
vos, Con ambos tipos de emulsiones, pero edpecialmente con Ilu.f A. O L
la positividad de un suere poede valorarse determinando su trlr..c:-._d'itu ih,
1n midxima dilucidn del mismo que todovia da reaccedn positiva, B cong-
jos experimentulmente infestados se observd un thtule mbxbne tlL: 1/ 256,
Ern 17 individoos con huevos de fdscaris eo heces el titulo ::lﬁ_}:'.:!::rl fué
17125 v ¢l minimo, 1/4, Por excepeidn se observd un tltolo de 1/500 Ifﬂ
st case de infiltrade cosinddilo v olro de 1/1.000 ¢ una enfefme oon @&
siofes granulomatosas difusas dé higado.
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SUMMARY

Twa types of colesterinated antigenic emulsions elaborated with celomic
fluid for a new Hoculation test for ascaridinsis are described. They ;I.-;E
pamed A. Q. end A (), L, respiectively, Tested with immoniserum cor-
responding to different ascaris species, they revealed 8 gromp specificity.
Tested with immuniserum belonging to F. vermiculeris, T, irichiure,, T.
spiraiis, F. h_-'.‘?ah'-.'ll and Hidalic cyst, cross reactions were not noted. The
A O. emulsion type remain estable longer than the A. 3. L. one, but its
sngibility is smaller, and in contrast 1o that showed varistion from one to
anathe: samples when they were made with different lots of celomic fuids.
Using A. . I:. emulsions the earlier Positives reactions were observed in
rabbits the $™ day after infestation with 4. su bnt the maximum title
was reached between 15 and 25" day: in rabbits weakly infested the
st was oegative towards 75, but it was ot =0 10 that infested wath
kigher doses of egps. Employing both types of antigen emulsions, but
specially with the A, O, L. type, the positivity of a serum could be osti-
mated for defermrining its title, that is, the haghest dilution giving a po-
ative reaction. In experimentaly infested rshbits o naxtpiam  title of
1125 was abServed. Inm x7 individuals with ascaris egps o feces, the
maximum tille was 1/128 and the minimum 1/4. Excepeionally a title of
i/500 was ohserved in a caze of essinophilic infiltrate of Iung and other
of 1/1.000 11 a woman with granulomatous diffuse lessions of the liver.
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