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SUMMARY

A rapid approach is described for obtaining Trichinella larvae free of
digestive residue and antigen matter of the host. In synthesis, it is a modi-
fication of Bearman’s device and refers to the collection of larvae sedimen-
tedl over a 4% carboxi~-methyl-celullose solution, This CMC solution does not
prevent the moving larvae device from dropping to the bottom, while it stops
or softens the sedimentation of digestive residue thus permitting the collec-
tion of larvae in a pure state.

This simple approach allows, for the obtention of larvae free of contami-
nalion due io the antigen of the host, therefore it is highly recommendable
for the securing of the purest inmune-reactives earmarked for anligenic ana-
lyses.

Desde el momento que una carne triquindsica alcanza el aparato
digestivo humano, o de otro animal receptivo, se suceden una serie
de fenémenos hioldgicos con una doble repercusién en la vida del
pardsito y en la del hospedador. El parésito cumplird, o al menos
intentard cumplir, su ciclo vital, indispensahle para su pervivencia.
Il organismo humano o animal sufrird las consecuencias del des-
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arrollo de este ciclo en su intimidad tisular. Las alteraciones que o]
parasito directamente provoque, unido a las modificaciones deriva-
das de su reactividad defensiva, se traducirdn en un cuadro patols-
gico, generalmente tipico y con frecuencia grave.

El ciclo humano de la T. spirelis puede resumirse asi:

1) Desenquistamiento de larvas en el estomago y paso al in-
testino,

2) Maduracién de las larvas a formas sexualmente maduras, y
copulacién,

3) Penetracidon en la mucosa intestinal, de las hembras fecun-
dadas, desarrollo hasta hembras gravidas y parturicidn.

4) Penetracién de los embriones a través de la pared intesti-
nal, paso a la circulacién sanguinea y arribada a la musculatura,

5) Crecimiento de los embriones y enquistamiento. En el hom-
bre, salvo casos excepcionales de canibalismo, el ciclo vital de la
triquina, ha tomado una via muerta, Con el tiempo los quistes se
calcifican y los embriones mueren,

Interesa destacar, que, aproximadamente, de los cinco a los
doce dias, a veces mds, tiene lugar el desarrollp intestinal del pa-
rdasito, Asimismo, que la primera arribada de larvas a log musculos
sucede del quinto al sexo dia, alecanza su méaximo del séptimo al
onceavo dia, disminuyendo después, pero prolongindose en ocasio-
nes hasta més del vigésimo dia; alrededor de los treinta dias pueden
observarse quistes con embriones ya maduros, con capacidad infec-
tiva. Para esta misma fecha suele llegar a término la vida de las
hembras adullas en pared intestinal.

Il cuadro clinico de la Trigquinosis calca en cierto modo las fa-
ses principales del ciclo del parasito. En las fases 1, 2 y 3, —primera
semana de la enfermedad o algo mas— los sintomas gastrointesti-
nales son dominantes, pudiendo confundirse con un proceso gasiro-
entérico de etiologia bacteriana,

Durante la fase 4°, destaca la sintomatologia general con fiebre
elevada y todo su cortejo sinlomatico, que haria pensar asimismo
en una infeccién microbiana, Ya en este periodo se observa un ede-
ma especialmente facial y se inicia la eosinofiia. Finalmente en
el periodo 5°, los dolores musculares expresan bien la localizacion
de las larvas y dafio muscular y hay una eosinofilia muy marcada,
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que contrasta con el cuadro febril agudo, siendo por ello sintoma
clarg, orientador del diagndstico.

Aln en los casos mas tipicos, incluso cuando su presentacién
epidémica afiade un dato presuntivo més de gran valor, resulla di-
ficil afirmar la existencia de una triguinosis, sin una comprobacién
serolégica de inmunicuerpos, Pero es el caso que muchas formas
de triquinosis se presenian aisladas, con sinfomatologia menos ti-
pica, o aiin con manifestaciones restringidas a determinados drga-
nos, que aunque graves por afectar a funciones importantes (cora-
z6n, sistema nervioso, ojos), 1no resulta facil crientar su diagnoéstico
clinico. Entonces es imprescindible para aclararlo el uso de pruebas
inmunolégicas.

En los tltimos afios las técnicas de inmunodiagnéstico para la
triquinosis han progresado notablemente, Las pruebas <el coleste-
rol, de l1a bentonita, del latex, de la hemaglutinacién indivecta y la
inmunofiuorescencia con cuticulas larvarias, han representado un
notable progreso diagndstico. La inmunodifusién y la inmunocelec-
troforesis, van contribuyendo al conocimiento del especirn anti-
génico de la Triguina, y es de esperar consigase el aislamiento de
[racciones de alta especificidad y sensibilidad. En otro sentido, el
conocimiento de los antigenos triquindsicos, podrd ayudar al des-
cubrimiento de vacunas eficaces. La posibilidad de descubrir en los
primeros dias y atin horas después de la infeccién, antigenos {no
anticuerpos) triquindsicos en sangre, heces y orina (problema sobre
el que actualmente trabajamos) permite abrigar esperanzas sobre un
diagndstico muy precoz de esta parasitosis,

Ahora bien, un problema hdsico, aparentemente sencillo de
resolver, pero hasta ahora no totalmenle resuelto, es la oblencién
de la materia prima, larvas de Triquina, totalmente libres de restos
musculares y tejido conjuntivo, Es decir, la obtencién rle embriones
de Trigquina, exentos de cualquier material proteico del hospedador,
que por su caricter antigénico propio, interfiera en las reacciones
inmunoldgicas, siendo un motivo de inespecificidades, tunto al tra-
tar de demostrar anticuerpos especificos en el suero de presunlos
cnfermos (hombre o animales), como, y principalinen‘e, cuando se
intentan obtener experimentalmente inmunisueros muy potentes,
para hacer con ellos andlisis antigénicos. La importancia de la pu-
reza de las larvas en este 1ltimo caso, asi como en la preparacion
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de inmunisueros para revelar precozmente antigenos de Triguina,
en sangre, heces, y orina, es extraordinaria. De otra forma, cbten-
driamos, al hacer anilisis antigénicos, espectros antigénicos mixtos,
formados por antigenos del pardsito y del hospedador, por consi-
guiente, falsos espectros y para el uso de investigacién precoz de
antigenos en enfermos, las interreacciones entre antigenos dei hos-
pedador y los anticuerpos per ellos estimulados en el animal donrle
se prepara el inmunisuerce patrdn, falsearian los resultados.

El presente trabajo se refiere a una técnica ideada por
nosotros, que a pesar de su sencillez, permite obtener larvas de Tri-
guina practicamente puras. El método cldsico, con modificaciones
diversas, para la obtencién de larvas aisladas de Triquina a partir
de los musculos de animales de lahoratorio infectados (ratas, ra-
tones, conejos, etc.) es el de Bearmian. La carne, finamente picada,
se dispone en un emhudo que lleva una placa de porceland con
mitltiples orificios, sobre la que descansan varias capas de gasa o
muselina. E]l embudo comunica por medio de un tubo de goma con
un tubo de centrifugs cénico, comunicacion que puede interrum-
pirse constrifiendo el tubo mediante unas pinzas de tornillo. El dis-
positivo, en posicién vertical, se llena ¢on un jugo gistrico artifi-
cial y se incuba a 37°C hasta digestién de la carne, Las larvas libres
se mueven a través del liquido hasta el fondo del tubo, donde se
acumulan junto con detritus de la digestién. Al final del proceso, sc
separa el tubo de centrifuga y por sucesivos lavados y sedimenta-
ciones, van liberdndose las larvas de restos digestivos hasta gue
estdn limpias, Puesto que hay detritus de peso especifico similar a
las larvas, a pesar de que estas van al fondo, no sélo por su pesg,
sino por sus movimientos activos, es dificil conseguir larvas total-
mente puras,

Nosotros pensamos si serfa posible disponer en el tubo de cen-
trifuga una solucién mds viscosa que el jugo gdstrico, que frenase
la sedimentacién de detritus inertes y no entorpeciera la sedi-
mentacién de las larvas, proceso, en el que como hemos dicho, no
sélo intervienen el peso especifico de las larvas, sino sus actives mo-
vimientos hacia el fondo. Tras numerosos ensayos encontramos,
que una solucién de carboxi-metil-celulosa (CMC) al 4 % y de
D 1’023 g/ml (t* = 20'C), prdcticamente permitiria sedimentar
todas las larvas y retenia todos los detritus digestivos, Repitiendo
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en este medio el proceso de sedimentacién y decantacién, hemos lo-
grado preparados completamente puros de larvas

Describimos a continuacién la técnica completa del método pues-
to a punto por nosotros, en el que se ha seguido el procedimiento
de SurLzER (1965), para la digestién de la carne triquinosa, una mo-
dificacién del aparato de Bearman para la sedimentacién y final-
mente nuestro método de la CMC para la obtencién de larvas puras,

DESCRIPCION DE NUESTRA TECNICA
1) Infestacitn de raoias.

La infestacién se consigue a partir de ratas de raza Nestle man-
tenidas en nuestro laboratorio, Adultos jovenes de 150 g. de peso,
se les da a comer carne triquindsica conteniendo de 1.500 a 2.000
larvas por animal, y sacrificando estos animales un mes o mes y
medio después de la infestacién. Las ratas después de sacrificadas,
se desuellan y desviceran, dejande limpio el esqueleto con sus ma-
sas musculares, gque se trituran en una batidora, La carne triquing-
sica triturada estd en condiciones para ser digerida.

2) Extraccidn de los larvas.

Para extraer lag larvas hacemos una digestién de la papilla ob-
tenida anteriormente siguiendo la técnica de Surzir (1965) que
consiste en lo siguiente: Por cada 25 g de carne se pone 1 litro de
liquido de digestién. Este liquido se prepara afiadiendo a 1 litro de
agua del grifo 1 g. % de pepsina y 0’5 g, % de CIH, Para hacer el
digerido usamos un depdsito de polietileno de 10 litros de capaci-
dad. En cada operacién se utilizan 200 g, de carne triquinosa tritu-
rada y 8 1. de liguido digestivo. .

La mezcla se lleva a la estufa a 37°C durante 15-18 horas. El
dispositivo va provisto de un tubo de goma conectado a una bomba
de aire, con objeto de airear la mezcla y evitar malos olores.

Cuando termina el tiempo de digestién, se saca el depésito de
la estufa y se deja 1 hora a temperatura ambiente, a fin de que las
larvas sedimenten en el fondo, A continuacién se sifona todo el con-
tenido, a excepcién de 1.250 ml.
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3) conceniracion y purificacion.

Para la concentracién y purificacién de las larvas seguimos la
técnica de BozicevicH et col. {1951), modificada por nosotros, EI dis.
positivo consta de un soporte con aro en el que se coloea un embudg
de adecuada capacidad. En el pico del embudo se adapta un trozo
de tubo de goma corto, que per el extremo inferior va también adap-
tado a un tubo de centrifuga graduado. En el tubo de goma, se
adapta una pinza para chturarle cuando termine la digestién Den-
tro del embudo ponemos un dcble aro que seporta una malla de tul
con espacios circulares de 0'6 mm. de didmetro y sobre esta se dis-
pone 3-6 capas de gasa de 21 hilos X em2

En el tubo de Ia centrifuga se pone 10 ml. de una solucidn de
CMC al 4%. IEsta se prepara disolviendo 4 g de CMC en
100 ml  de suero salino y centrifugado después a 3.000 r.p.m. duran-
te 2 horas, con el fin de eliminar restos celuldsices no solubles del
CMC. Se decanta el supernadante, con cuidado para no arrastrar
impurezas del sedimento, siendo este supernadante el que utiliza-
mos en nuestro dispositivo,

Una vez adaptado el tubo de centrifuga que lleva la solucién
de CMC al tubo de goma del dispositivo, se vierte lentamente por
el embudo, ¥ a través de las capas de gasa y del tul, una pequefia
poreién del digerido, de forma que este liguido quede superpuesto
(sin mezelarse) a la solucidn de CMC. Después se sigue vertiende
liquido hasla llenar por completo el sistema; esto es, hasta que el
liquido queda a unos 4 ¢m. del borde superior de la gasa. Cuando tra-
tamos de oblener de una vez gran cantidad de larvas, operamos con
un dispositivo que admita los 1.250 ml. de digerido enriquecido en
larvas, resultante de los 8 litros de digerido total. En caso contra-
rlo podemos operar con sistemas de volumen mds reducido, por
ejemplo 250 ml, como veremos, utilizados en nuestras experiencias.

Pasado este tiempo, el sedimento obtenido se resuspende en
5-10 ml, de suero salino, Se superpone sobre 10 ml. de CMC al 4%
con‘enido en otro tubo de centrifuga y se deja sedimentar has-
ta que lodas las larvas estén en el fondo del tubo; se decanta el
sobrenadante, y con el sedimento de larvas, se repite la misma ma-
nipulacién, Después, se lavan las larvas, tres o cuatro veces en suero
salino para eliminar el CMC, usando el mismo proceder de suspen-
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gign, sedimentacién y decantacién cada vez que se cambie el suero
saling.

RESULTADOS

Describimos a continuacién los protocolos de las experiencias
que nos permitieron comprobar el valor de las soluciones de CMC
para purificar larvas, y su concentraciéon 6ptima.

Se hicieron cuatro soluciones de CMC al 1, 2, 4 y 6 g X 100,
colocdndose una cantidad de 10 ml, en sus correspondientes tubos
de centrifuga. Cada tubo se adaptd a un dispositivo tipo Bearman
para sedimentacién de larvas, y después cada dispositivo se cargd
con 250 ml. de un mismo digerido de carne triquinosa de rata, pre-
via homogenizacién. El digerido se habia hecho por la técnica de
SuLzer (1965), anteriormente descrita, dejdndolo reposar una hora,
sifonando el liquido de las capas superiores y recogiendo los 1.250
ml. del fondo, donde se acumulan las larvas.

Después de 2 horas de sedimentacién en estufa a 37°C, se des-
conectaron de los dispositivos los tubos de centrifuga.

En cada tubo se sifoné con cuidado el liquide supernadante
menos 1 ml. del fondo, De esta forma el sedimento larvario quedaba
a suficiente distancia de la superficie del liguide remanente (1 ml)
evitando su remocién y el arrastre de larvas por el sifonado.

E] liquido sifonado se recoge en un tubo de centrifuga y se
cenirifuga 15 minutos para sedimentacién de lag larvas que pudie-
ra corntener. Il sedimento de este tubo se resuspendia en 1 ml, de
suero salino, se homogeneizaba y se hacia recuento de larvas, de-
termindndose el nidmero total de larvas del liquido remanente (1
ml), Un volumen de este liquido (0’1 ml.) se diluia en 5 6 10 ml. de
suero salino, (segliin que la concentracién de larvas exigiera una
nenor o mayoer dilucién para ser contadas con facilidad) v se hacia
recuento larvario, determindndose €] ntimero tolal de larvas del se-
dimento. I.a suma total de larvas del sobrenadante y del sedimerto
se tomaba como el 100 %, para establecer el porcentaje re~
lativo de larvas en el sedimento y en el supernadante. Por otra par-
te se observaba al microscopio entre cubre y porta, una pequefia
gota del sedimento homogeneizado y se contaban en 100 campos el
nimero de particulas residuales, o impurezas. Menos de 5 partfcu-
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las por 20 campos se consideraba como sedimento larvario muy
puro (++++), entre 5 y 10 puro (+++), entre 10 y 15 relativamen-
te puro (++), entre 15 y 20 poco puro (+) y mas de 20 impuro (—),

En el cuadro I puede apreciarse que las soluciones de CMC que
permitieron obtener larvas mds puras fueron las de 4 y 6 g. X 100,
Si bien, usando esta dltima, se pierden muchas larvas en el super-
nadante, razén por la que elegimos como mas conveniente la pri-
mera, Observamos que no se obtuvo un sedimento de larvas muy
puro, sino simplemente puro (+++). Pero téngase en cuenta que
el control, usando el procedimiento habitual, da de entrada un se-
dimento muy sucio, de forma que a veces son tantas las impure-
zas, que no se pueden recontar. Si el sedimento de larvas en so-
lucién de CMC al 4 % se resuspende en suero salino y el liquido
se superpone de nuevo sobre una nueva solucién de CMC al 4 %
en otro tubo, las larvas quedan practicamente muy puras, y aln
mas si la maniobra se repite una vez mas, En contraste, la téc-
nica clédsica de ir lavande las larvas con suero salino, dejandolas
sedimentar, decantando el supernadante, volviendo a lavar €l sedi-
mento, dejando de nuevo sedimentar, y asi sucesivamente, requiere
10 6 12 lavados y atin a veces quedan impurezas que no se eliminan,

Hemos puesto a punto una técnica de purificacién de larvas a
partir del liquido de digestién, con lo cual hemos obtenido larvas
libres de restos digestivos que para obtencién de un antigeno de
T. spiralis es absolutamente necesario, para eliminar interferencias
en las pruebas de diagnéstico y en Ja obtencién de inmunisueros en
conejos.

Cuabro I
Concentracién de CMC g % 1 2 4 6 c
Lal'\zs en el sedimento % 98 96 93 60 98
Larvas en el supernadante % 2 4 7 40 2
Grado de pureza + + +++ +++ —

En la ld&mina I puede observarse el sedimento correspondiente
a un digerido de carne sin purificacién previa y con purificacién a
través de la solucién de CMC.

Lamina I

Microfotografias de larvas de Trichinella spiralis, obtenidas por el procedi-

miento cldsico —modiflcacién de Bearman— y por la téenica propuesia.

1 — Sedimento de larvas sin lavar, directamente tomado del fondo del tubo
de centrffuga, después de la digestién ¥ sedimentacién por el método
clasico, Obsérvese la abundancia de restos digestivos.

9—Sedimento de larvas sin lavar, directamenle tomado del fondo del tubo
de centrifuga por la técnica gque proponemos. Apenas se aprecia algln
pequeno resto digestivo.

3—E| mismo sedimento de la microfotografia 2, se someti6 de nuevo al pro-
ceso de sedimentacidn en CMC al 4%. Se ve que las larvas quedan préc-
ticamente libres de restos digestivos, Repitiendo una 6 dos veces mas la
sedimentacién en CMC y lavando después las larvas con suero salino para
eliminar esta sustancia, se obtienen embriones Llotalmente libres de
impurezas antigénicas procedentes del hospedador.
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BEn la ldmina II mostramos un esquema del dispositive medj.
ficado por nosotros.

Lamina II

Nivel det! liquide
e digbstidn

«— Pinza

<—Solucidn de CMC al 4%

Sedimento de larvas de T spiralis

CONCLUSIONES

El uso de soluciones de CMC al 4 % desprovistas de
residuos celuldsicos insolubles por centrifugacidn, permite, cuan-
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do se usa en la técnica de Bearman modificada, obtener un concen-
trado casi puro de larvas de Triquina, Este concentrado puede ser
de nuevo limpiado de residuos digestivos, obteniéndose larvas exen-
tas de residuos antigénicos del hospedador.

RESUMEN

Se describe una técnica rapida para la obiencién de larvas de
triquina, exentas de residuos digestivos y materiales antigénicos
de] hospedador, I&n sintesis consiste en una modificacién del dispo-
sitivo de Bearman, y la recogida de las larvas que sedimentan sobre
una solucién de carboxi-metilcelulosa al 4 %. La CMC no impi-
de el descenso hasta el fondo del dispositivo de las larvas mo-
viles, mientras que detiene o relentiza la sedimentacién de residuos
digestivos, con lo que aquellas se recogen en estado puro.

La téenica, muy sencilla, permite ghtener larvas exentas de con-
taminacién por antigenos del hospedador, por lo que es especial-

mente recomendable para la obtencién de inmunoreactives muy
puros destinados a andlisis antigénico,
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