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I NTRODUUTCTELCTION

1.1 .- PAPEL, DESARROLLO € IMPORTANGIA DE LA OETERMINACION DE INMUND.
GLOBULINAS (IqG,IgA,IgM, €3 y C4) EN EL DIAGNOSTICO CLINICO,

1e1.1 .~ INMUNOGLOBULINAS,. La Inmunologia eatudis los mecsniomos gue
permiten el hlespzd prateger su medio intemao frente a subs~
tanelas que se ldentifican como extrafies, producidas dentro,
del prople hflesped o introducidas del exbiente externo. Por_
tanta lo respuests inmune especiflce se relaciocne com la idup
tificacifn del carficter extrafio, en forma altasmente espocifi
ca, La reacclSn entre las proteinass sintetizadas por el hiep
ped y la configuracién extreial conoclda como entigenc ) de-
pende de las caracteristicas da patal tomsfio, estructumy --
cantidad) v de laa del h@esped( eded, constitucién, genética),

La respuesta inmune depende de dos tipos de mecanismos efectg

res’

1).- Intervencifn de proteinas producidas por células plasmb.
tigas, llumadas snticuerpos, inmunaglobulinas o gemablo-
bulines; y de subatancias que potencian su eccidn (R£S--
PUESTA HUMORAL),

© 2).~ Interwanclén directe de célules CRESPUESTA GELULARC,

Ag{ un anticuerpe(fc)reacciona con la configuracifn que d16 -



lugar a su produccibn. En el hombre, los snticuerpas corresponden -
a cinco clases principslee de prote{nas, denominedas IgG,IgA, IgH, -
Ig€ ¢ IgD ( 1 )C 3 )C 12 )( 29 ),

Por otro leda, dado que el feto recibe de la madre los inrunoglg
gulinna de;‘t;pa IgG(_ya que 1ln ba;rerp'plecentaria no permite el -
paso de las otrass inmunoglobulinus 3, Bata provicidn de inmunogloby
linaz), es la Onica proteccién que posee contra las infecciones(3)e
(30), Solo en el curso de las primeras asmanas y meses de vide o2 -
forasn por el proplo lactente IgA, IgM, e IgG, evoluclonsndo con le
eded, haote alesnzar laa concentraclenes del adulto. La rapidez con
que se alcanzan eatos niveles dzpenden de la clese de inmunoglobull,
no vy de los astimulos entigénicos apropladea(2t).

Aynque la capacidad de sinteais de inmunoglobulines estd determi
nada por el poténclml genbticolque parece ser el mismo para los va-
rios grupos raciales), las diferenciss que sa observan entre diver-
sas poblacionzs, ma explican besanduam en VARIACIONES EN EL RIESEO.
. .DE INFECCION(24), e

La mayor parte de la informacidn esobra el desorrollo de las inmy
noglobullnas ae he derivado de estudios realizados en otxos paisces,
conociendoae poco sobre el fenfmena en México,

Jdunto con el historisl clinico, lse determinacianes de IgG,IgA,-
IgM, tieznan utilidod en los siguientes parémetros @

«= Dpgtarminacién temprena de un proseso infecciozo.
== Seguimiento o monitpreo del desarrollo de una enfermedad infec--
ciosa en un paclente.
e



~= Evaluar la inmunidad humoral en cesos de {nmunodeficiencias.

Para €atos propdaitos es extremademente importente disponer de
los velores de referencis gue se pueden aplicar a le préctica cli-
nica rutinéria.

1e1.2,- EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO,. E) aiotema del complemento(G), -
as el mediador humaoral primsrio de las reacciones sntigeno-anticuep
po. Consiste de cuando menos 19 proteinas sbricas con actividad ep
zimética y tres requladoras de su sctividad, guimica e inmunoldgicq
mente distintas que son capaces de sctuar de manera reciproca una-
con otra, con el enticuerpo y con lss membrunas celulares. Eatas -
acclones reci{procas canducen a la generacién de la actividad biolf
glca. Las secuelas biolégicas de la activacifn de &sie sistema flug
tuen deade la 1isls de diferentes clases de cflulna, hecteries y ~
virus, hasts la mediscifn directa de los procesos inflematorios. A
deméis el complemento estd cepacltado psra straer otros sitemas efeg
tores humorales y celularss, consegulr participacidn de ellos indu-
clendy lo 1iberacisn de mistaminz dz los :é!uleg :ébedas, la emiora
cifn dirigide de los leucoclitos, le fegocitoals y la liberscidn de
los constituyenies lisasémicoa de los fagoclitos.

Lapg protefnas individusles de Gate sistems ge encuentrsn nomal
mente en la circulacién como moléculas precursoras inactlves. En --
conjunto ellss comprenden alrededor de 15%(p/p) de la fraccién glo-
bulfnica del plasma. Las moléculss precursoras nativas se designen_
con aimbolos numéricost 01,62 C3,ete. o en el ceso de algunos compn

nentes par simbolos o nomhres trivieles: Properdina, PactorB,factor

D, etc. Cada componente dehe ser asctivadn suczsivamente en condicio-

nes apropiadas pers que progrese uns resccidn del complementn(3)(12),
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En cuanto & su desarrollo por edad, existe poca informecién(hasta
-ei ﬁnmentb); sin embéfgd.féportes previos(16)(28), revelsn concentrg
ciones minimas el nacimienta y un desarrollo répida desde el primer-
afio.de vids, alcenzandose practicamente durante &ste, los niveles a-
dultoa.

Se ha deacrito la disminucidn en la concentracifin del complemento
en suero, en una diversidad de enfermedades, pudiendose deber a cual
guiera ce los factores siguientes o & una convinaclén de los mismos_
(12): 1.- Consumo del complemento por la formecidn in vivo de complg
Jos entigeno-anticuerpo, 2.- Disminucibn en la sintesis del comple--
menta, 3.~ Aumento del catebolismo del complemento, 4.- Formscifn de
un inhibidor,

Aunque 1os niveles del complemento =2stén elevados en diversas en-
fermedades, el significado de £ste observacién no ha sida sclarado -
todavia. E1 mecenismo més verosimll ae su sintesis écelerada.

dunto con el historisl clinico, lss determineciones de C3 y G4 --

- tienen utilidad en. los siguientes perfmetros:
- Idantlficar inmunadeficiencia a &atos componentes,.
~= En su mlteracién en inmunopatolegi{as por dep6sito de complejos in
munes.
-~ Apoyo 81 disgnéstico de enfermedades ssocisdas a concentraciones.
slevadas del complemento en el suero.

-~ En rechazoa de aloinjeftae.



1.2 .~ METODOS DE CUANTIFICACION DE INMUNOGLOSULINAS, C3 y Cu,

1.2.1 .~ IKMUNODIFUSION RADIAL,

En 1965 Mancini €12) introdujp une técnica nusva ep--
pleando le difusién nola para la determinecibn cusntitativa -
de loo antigenon. Eotd baeseda en el principlo de que existe -
una relacifn cuantitative entre le caentided de entfgeno colo-
cado en un pozo horadado sobre la placa de sgar-snticuerpo y-
el anillo rasultante de precipitacién.

En el mAtodo descrito originelmente por Mencini el firea --
circunscrita por el anillo de precipitacién era proporcional-
a la concentracifn del entigeno. Este método de viraje requip
re . que loa snillos de precipitecifin elconcen el mayor tzmafine
posible, lo cual a menudo requiere de 48472 horas de difusién,
Alternativenente, el mbtodo de difusidn radiel Gnica de Fehey
(12) permite la medicién de los enillos antes del desarsolloe
completo. En £ats modificacidn, el logaritwo de la concentia-
cifn del antigeno es proporcional al difmetro del enillo.

Sg determine la curva patrSn con estsndares de sntigenos -
conacidos y la ecucidn gue describe éste curve puede ser useds
pars le determinacién de la concentracién del antigenn corren

pondiente & cuslquier tomeflo de diémetrd ¢ Log C =D - Do

Ao S

]

donde C = concentracidn de entigeno
Do= distencia del origen,
D o diématro del anilla.
K = pendiente de la linga.
La senaibilided de éstos mbtodos es del orden de 1.3 )JC}/N!I;

" de entigeno(2)(12),
- 6,-



1,2,2.~- INMUNOFLUCRESCENCIA CUANTITATIVA,

"Los ‘anélisis inmuholdgicos tuontitntivos empleando antige-
noa y enticuerpos marcadus con fluorocroma han sido desarrge-
llados recientemente(37), Lo contided de luz en una onda de--
terminade te longitud emitide 8 partir de una muestra fFluore-
scenfe puede mediree con précleidn medisnte un microfluorme-
tro. Los sietemas de snfiliols Fluorescente (FIAX) pyeden ser -
usados para medir Igld,Igh,IgM, C3 y Ch y los anticuerpos anty
nucleares y sntiDNA, La medicién de 1vs inmunoglabulinas, ©3_
vy C4 ge haetcen medisnte el enlace competitive del sntisuere eg
pucifica mercads can 21 snt{gzno litre y de fase sfilide, mien
tras que le inmunoglobullne ligede se fFije e lae superficle hi
drofBbica polimérica. La cantidad de anticuerps fluorsscenta_
ligado al antigeno de Pase sblidoe se mide con un Fluordmetro_
especielmente disefiado y convertido a mg/mi con referencia a_,
una curve estander. Le gensibilidad del mbtodo se reports co-
ma menas de un plcagramo/luu miiz2) {00,

1 2.3.- ANALISIS INMUAITnRIO ENZIHATICO EUANTITATIUO(ELISA)

He surgida, recientemente, uno téecnica cusntitaetive para -
1 deteccifn de antigenos, haptenos y antlcuerpos. Todes em--
plean msnzlmas diversas ligadas sl ant{geno o al anticuecrpo cg
ma una etiguets cue puede ser hellada con Pacilidad medisnte_
1e medicién de ls activided enzimétice, el snfllsis ELISA pup
de ser empleado pera medir entigenos o anticuerpos{12),

Para medir e1 antiqeno, el anticuerpo se enlaze a una fase
a6lida, ae afiade una solucifn de pruebe que contiene antigeno

4 luego un segundo anticuerpo mnrcaco con encima, £ata prueba

o 5



requiere cuando menos cue dos sitios de convinacifn estén preseq
tes sobre el antigeno. luego se aflade el subsirato y ee relacip-
ne la sctividad enzimftica con le concertracidn del antigena.
Las ventajas de loe lnmunoanflisis enzimfticos incluyen 1s --
sensibilidad( en 2l orden de ng/ml), su simplicidad y equipo ve-~

lativamente barata,

1425~ NEFELOMETRIA,

La nefelometris es un mbtodo simple y répids pars 1a medilcidn
de muchos sntigenos en l{iouldoe biolégicns, y se rePiere 8 lo mg
dicifn de le turbidez ¢ nebuloslidad de un l{iguido. La determina-
cifn se realiza por la adicifn de cantidedes constantes de sntl-
puero especifico altamente purificade y 6pticemente clero o ceone
tidades verisbles de sntigenoc. Los complejos antigenc-snticuerpn
rgoultantes y preparados en celdes especioles, se colocen fPrente
a8 un haz de luz y el grade de dispersidn de luz es medidn en uns
celda fotoeléctrica, relacionsndnse éste, direciumenie con Iy --
concentrecidn del complejo antigemo-snticuerpag en solucidn €9) .
* (141)€23)(32)(34) medisnte una curva estandar(12),

La sensibilidad reportsds pars Este método es de un pg/m1(11)

(12)(30),

=8a



1.3 .- MTECEQENTES ﬂ;STURICOS DEL METODO NEFELOMETRICO,

Nefalometrin es 1a medicién de ls turbidez o nebulosidad de un
1{quido. En solucibén, 1la resccién entre el antigeno vy el anticuegx
po praducen turbidez nue puede medirse pnr la disperslédn de una -
luz ineidente.(12)(15),

£1 método nefelomftrico ee ha descrito desde 1914, perc los rg
sultados obtenidos con la instrumentecidn de la &poca disminuyen-
eu usa(4), '

Desde 1940 los métodas de difusién de luz han sido utilizedos_
en Inmunologla y el ndmero de procedimientos descritos han ida sy
mentanda4), Asi en 1947 Boyden mastrd la curva de precipitacifn_
midiendo la turbieded deserrollsda en mezclas de antigeno y anti-
cuerpo{18), v

En 1950Schultze y Suhwich describieron mediciones turbidimétrl
cas de varlas prnteinaa‘plasméticaa(1a). Ritchie, también en los_
SOas., dessrrolld métodos pera 1a cuentificscién de slbimina e ig
munaglobulinas toteles en soluciones diluidas y sugiere que éstos
procedimientos pueden ser adeptados a la estimecidn de IgG,InA, -
IgH en aue?n humano(18) ., ‘

Bajo £stos mismos procedimientos Alper édépté 1a técnica de By
yden pasra la cuantificacidn'de tres componentes del complemento -
en suerc humana(33),

En 1967 algunos reportes demostraron la eficacia de Este méto-
do eh cuantificeciones inmunoquimicss de soluciones a haje concen
tracifin{4), por lo cual las operaclones principales y caracteris-
ticas del sistema nefelométrico pueden shora ser descritas(4),

Mfo reclentemente estudios hechos por Buffone, Hrintges, Savoy

y K1111aquorth (4)(6)(18), involucren la cuantificacidn de inmuno
- 1



globulinas utilizando un leser coma fuente de luz en las cuantifi-

caclones nePelométricas pudiendo ser " empleado pera el desarrollo

de un métod sensible psra cusntificeciones de albumina e inmunoglg
bulines en susro y l{quido cefalorraguiden.... v{s difusién de lyz"
(6)€a)(193(33),

Pogteriormente en el Laboratorio Nacional de Ochridge, en la Upi
versidad de Caraline del Norte y un grupn de los Lsboratorios Hay-
land-Travenol dieran a conocer un ingtrumento nefelomftrico laser.
(33) cuya fuente de luz ea un laser de Helio-Nefn, con el sistema_
mencionado se puede detectar wun nlmers muy grande de antigenos u--
senda el principio de dispersifn de luz, Actualmente sa eatén esty

diendo nuevas e2plicaclanes de la nefelometris inzer{11).

Y,



1ohio~ _FUNDAMENTO DEL SISTEMA NEFELOMETRICO |

1,441, ~ FUNDAMENTO QUIMICO .. E) sistems tiene como fuente de luz
un laser Helio-Nefn con una langitud de onda de 632.8 nm, el ra
yo pssa a través de una barrera dptica hacia la celds en donde
se encuentran las partfcules( complejos inmunes) nue ven e ser_
cuantificades, la luz espercidas por ellas es dirigida por un -~
aistema de lentes hacla un Potadetector(s)(11)(23), €1 rayo la-
ser es monocromética, unidireccional y extremademente intenso(11),

EFECTO DE LA CONCENTRAZION EN LA DIFUSION,.

En una suspensidn dilufda la difusidn de un hez de radlaclén_
se da por le alguiente relacién : I = K.C Ip ; donde K es una
constante empirica pera el sistema y deda en el éngulo «de me-
dida; © es la concentracidén de las partficulas dispersantes;Xe -
es la intenaidad de luz desviads medida 8l &ngulo dado e Io es_
1a intenaidad inlecisl del haz. En estas circunstancies, se pue-
de estsblecer gued La intensided de luz desviads es proporcional

a 18 concentraclén de partfculss dispersantes en la muestra(9)(41),

1.6.2 .- FUNDAMENTO INMUNOLOGICO,
1.4.2.1 .- PAPEL DE LOS COMPLEJOS INMUNES . Cyendo un rayo de
luz penetra en un liguido en donde se encuentren en suspensifn
particulas coloidales, Ssie aufriré uns desviscifn con res-
pecto sl &ngulo de ;ncidencia y dependiendo de las carscte-
risticas Pislces(Porma y tamafo) de las particulss, serd el
comportamiento de le desviecidn luminoss, 51 1a particule -

tiene un dismetro menor a 1B longitud de onda, la desviacidn

P & O



de la luz se efectuari hecla todas direcciones( ley de Raleygh)
(32), sl el rayo incidente tiene una longitud de onde eprox. i-

gual o ligeramente menor al difmetro de la particuls, la mayor-

RAYO % S RAYQ

INGI DENTE INGDE HTE

2Te t e 2 2
LALLA- 2

2

FIGURA No 2.- FORMAS DE DIFUSION SEGUN EL DIAMETRO DE PARTICULA.

parte de la luz se desviarf hacis adelante( con respecto al éne
gula del incidencia)(ley de Mle)(11).

En el caso de los complejos inmunes éstous eatarln formados -
por las protefnas del sueroc o l{guidas blolégices(liquido cefa-
tlnrraquideu, Jugo ghstrico, saliva, etc.) a cuentificar y el an
tisuero espec{fico. AL {ncidir el laser achre ellos &ste modifi
carf su trayectorie de scuerdo a la ley de Mie( debido ol dif--

metro da dichps camplejos.

: “l@m



1.4.2,2.~- REACCIDNES DE INMUNDPRECIPITACION Y CURVA OE HEIDELBERGER,

Una resccifn de inmunoprecipitacibn acurre cvande un asuerg -
inmuns se pone en contacto con el antfgeno inmunizante.

Las primeras observacinnes fueron hechas slrededor del afio-
dé 1897, desde entoncea muchos investligadores han desarrollado-
métodos anal{ticos en base a éatas observaciones, entre ellog =
se puzden cltar a Erlich, Pauling, Nuttal,leindstainer y Helael
berger, &ste Gltimo ocupa un lugar importante en &sta Ares(4)-
(30).

Las rescciones de inmunoprecipitacilén solo pueden ocurrir --
cuando las concentraciones de antigeno y anticuerpao estén cone~
troladas, el comportamiento inmunolégico estd deserito por una-
grifica conocida como curva de Heldelberger{figura no. 3), y qﬁ
ya descripcifn es la siguiente: 5i en una serie de tubos de en-
saye colocemos concentracianes aumentadas de nnflgena y poste-~

. Tlormente agregamos una cantidad constente de anticusrpo a to--
dos, abservamos que en loe tubos de los extremos hay ausencia -
de precipitados, mientras que en los tubos centrales si lo pre-
sentan, las tubos de la izguierds presentan el fenfmeno canoci-
do comp exceso de anticuerpo, pues, el anticuerpo esté muy con-
centrada en relacifn con el antf{gens, los tubos de la derecha -
presentan una proporcibn de ant{geno-anticuerpo muy alta y los-
tubos centroles presentan uns proporcifs equivalente de Ag/Ac -
lo que permite lograr un méximo de precipitecisn(la preporcifin-

molar entre el ant{geno y el enticuerpo varfa en la equivalencia

*
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FIGURA Mo 3.- CURVA DE HEIDELBERGER

de acuerdo a la Qalencla del anticuerpo y con el ndmers de deter
minantes entigfnicos por molécule que bay en el ant{geno){14)(23)
(30). En la zona de exceso de enticuerpo los antfgenos son blg--
fnueados a su totalidad quedande libre Bl anticuerpo el cusl come-
pite por los antfgenns de ta) forma que la precipitacifn no es -
Gptima.

En la zonn de exceso de antfgano los anticuérpua son hloguea-

dos completamente svitando la formacifin de malles entre antf{geno

i



o anpicuerpo,»el sobrenadante queda casi excento de anticuerpo
t{geno,

La zona de exceso de anticuerpo es la que se usa pars lage
determinaciones por nefelometria laser puesto gue en fsta zona
se puede observar gue el incremsnto de precipitado es propor--
cional a la cancentracibn de ant{geno en la muestrs, cuando el
anticuerpo ea constante, obteniendose por lo tanto valores de
lecturs m8a altos cuanto mbs altes @ean lss concentraciones an
tigénicas, (12).

Pars sseguraTnos que trsbajamcs en el exceso de anticuerpa,
se fijan t{tulos altos de antisuero y se tratnja con hajss con
centraciones del antfigeno(dilucianes).

Resumiendo; para el siectema nefelométrico se emplee como u
na buena técnica de cuantificacifn es requisito que las condi-
clones de trabajo se ajusten a los requisitos dados pro el fun
duisenlo de la muuﬁualug&u [t g5 3
'a).; }}55535£ con un tamaﬁn . ﬁérticﬁié<adecuadn.

b),- Tener condiciones en exceso de anticuerpo.



1.5 .- ESTANDARES DE REFERENCIA.

Haste ahora las concentreciones de las inmunoglobulinas,Ci-
y G4 hen msido expresados siempre en mg/sl. Para controlar la --
conPishilidad de batoa vslores, el laborastario de refevencia In
ternacional de la Organlzecifn Mundial de la Salud(0MS) ha envia
do une muestre dz un suers selecclonadn a 10 laboratorics pidien
doles que dosificaren les immuncglobulinaes,C3yCy con pus prepo.-
rados estenderss. Le relacifn entre los velores mfs elevados y -
los més bajos fue extraordineriemente grende. Sin embergo utilie
zandp el estendar{caontraste o pstrfin) da zeferescia Internscionel
de la OM5, lop fsctores recpectives descendieron. Con ello se --
hace comprensible 1a necesidad d2 utilizor un estendar (nico de-
reforencis pars alcenzar resultados conflables. Este estendar da
sePerencia ca en la actuslidad el suero 67/86 6o la OMS,

Cada empolleta contisne 81,47 mg de suero de refrencia liofi-
1izedn que por definicifin momprends a 10D Unidades Internaciona-
1ea(UI) da IgB,XgA,IgH L3 y Cu, Los eatundares utilizedoo en éo-
te trshajlo estén cantreatados con el suera de refersncia Interng
cional 67/86 (53(22)(31).

Los Pactaores de conversién psra les proteinas mencionadss son

loa siguienien *
1 mg de 196 equivale e 11.5 UI de IgG ous ),

1mgdo IgA " 59.9 " Igh  ®
1mgde I °® 15 * I °
1 mg de C3 " 128 ° cs "

ing de G4 ° 320 * G4 .



08 3 ET I VDS

" 'Debido a las caracter{sticas metodolbgicas descritas snterior-
mente, para el método nefelométrico, siendo este de reclente ad--
quisiciln en el Hospital de Pediatr{a del Centro Médico Nacional~
IM55 y considerando que antes de hacer uso del mismo es requisi-
to de control de calidad svaluarlo, @s{ como al introducirlo a de
terminaciones rutinarlas, obtener valores de referencia, puesto -
que su usg de las concentraclones para IgG,IgA,IgM,C3 y G4 comoc -
parfmetros de diagnfatico implica un conocimienta previo de &stos
en niﬁué sanas, se procedié a disefiar el presente trahajo, plane-
teandonos los sigulentes objetivos:
2.1~ Evaluar el mftodo nefelom@trico (Behring) laser gn tres cri-

terinsg rde cnnfiahilidad:

" Exactitud .
Presicidn

Sensibilidad

2.2~ Establecer los valores de referencia, por nafelametria lase:s,

para IgG,IgA,IgM,C3 y C4 en una poblacifin pediftrica sana.

A7



MATERIALES Y METODOS

3.1 .~ GRUPOS DE ESTUDIO.

Se tomaron muestras de 138 nifos, divididos en enig grupos
por edades: 30 recién nacidos; 20'de 1-6 mases; 20 de 6-12 me-
gea; 26 de 1-4 afios; 21 de 4-8 afioa; 21 de 8-15 sfas, de la con
sulta externa del Hospital de Pediatr{a del Centra H2dico Naoclp
nal-IM55, de los aerviclos de O{do-Neriz y Garganta, Lebig-Pala
dersHendido, Ortopedia y Cirugis Reconstructiva, ton los siguien
tes criterios de selecclbn ;:

- En ayunasa.

- Sin padecimiento infeccloso durante la tome de muestra.

- = Que no halla presentadoc proceso infeccloso, clinicamente detec
tuble, pur histuria ciinica o exdwen T{slco en un pexfado de -
treinta dfas previas a la toma de muestra. |

= Sin padecimiento inmunolbgico.

- Sin tendencia a presentar infecciones frecuentemgnte.

- Los recién nacidos se seleccionaron hasta de 24 horas de naci-
dos de madres sin antecedantas infecclosos @ inmunoclBigicos du-
rante él embaraio y el parto.

3,11« - COLECCION Y MANE3Q DE MUESTRAS.

Se tomaron 2 ml de sangre ain anticoagulente; talectoda por =
puncién venosa y de taldn(en recien nacidos), desjendose reposar-
diez minutos, &stas muestras se centrifugan, para separer el sug

ro, 8 2100 g/10 min.( moderada hemflisis o lipemis leve no afec

-8



3.

tan loa resultados(4)).

bééhﬁée de Separaho el suero, se etiqueta en tubos 12X75mm, de
bidamente sellados y congelandase a -ZDOC, hasta el momento de su
usg,.

2.~ ARAPARATGS ¥ REACTIVOS.

NEFELODMETRO.~ Se utilizé uniﬁefelﬁmairn de rayo laser{Behring) mo-
dulo X 27109/310 MESSER GRIESHEIM GMBH, con una emisién de 633 nm;
con un fngulo de medicién de 59 relativo a la posicibn con la mueg
tra.

ESTANDARES.~ Se usaron estandarea comerciales 8ehring LN(lote 153226
C), con las alguientes indicacignes:

-~ Ig68 11.35 mg/ml.

-~ Igh 0.96 mg/ml.

- IgM 0.96 mg/ml.

-~ T3 D.63 mg/ml.

- C&  0.125 mg/ml.

-ANTISUERDS.~ Se usaron antisueras.especificgs anti-cadena Humana -

pare cads prnteina(IgG,IgA.IgH,C3'9 C4) Behring, provenientes de -
conejo su especificidad fue confirmade por inmunoprecipitacién 515
ple de Ouchterlony, con el sigulente contenido:

-; enti-Igh humana conteniendo 2.1 mg/ml lote 153017-A,

-- anti-Igh humana conteniendo 2.4 mg/ml lote 153121-A,

-~ anti-IgM humans conteniendo 9.1 mg/ml lote 15321 -B8.

~-- agnti- C3 humana conteniendo 2.2 mg/ml lote  153310-F,

-- gntl. Ck humana contenlando 3.4 mg/ml lote 153510-E.

T
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CONTROLES.- Se utiliz6 suero control LN comercisl(Behring) lote -

(65112 contenienda:

-~ IgG
-~ IgA
e IgM
.- C3
-~ Ch

11,78 mg/ml
2.4 mg/ml
0.95 mg/ml
0.75 mg/ml

0.18 mg/ml

can

con

con

con

can

un

un

un

un

un

rango de
ranqo de
rango de
rango de

rango de

variacién de 1000-1355 mg/dl.
variacién de 204-276 mg/dl.
variecifn de 78-136 mg/dl.
varlacifn de 63.5-83.5 mg/dl.

variacifn de 15.3-20.7 mg/dl,

OTROS.~ Se usaron celdas LN(8ehrinwerke) 10105-E, eapeciales para

determinaciones nefelométricos, rectangulares con un mdximo de ca

pacidad de un ml y un minimo de 200 pl. Nuevas y con un miximo de

lectura de 0.25 V de Intensidad.

mdOe



- 303 o= DPERACIONES DEL PROCEDIMIERTO .

=« Encander @l nefelGmatro 15 minutoa entes de iniciar la lectura,

~== Hedir la Intansidad da les celdse solae,

~=-Efgctunr las dilucionss, por duplicado, de los estandarss, antie
suares, controles y muestras con aslucifn salina estéril ( var-
cundre I y ID.

=~« Pipatear an las celdas de reacoifin las cantidades ndgcuadas ew-
( ver cusdro I y II ) d2l antisuarc dilufde y les diluclones da
astendarea, controles o muestrss respectivas.

=== Hozclar suavemante( evitendo producir burbujss ) y tapaw.

--= Incubar a temperatura gablente durante una hora.

== Lear ean al nefelbzatro la Intensidad correspondiente.

. === Sgcar la diferencia entre el velor de la lactura final y la ini

clal( da la celde sonla ). |

«~= Graficax en papel log-log I(v)/ concentracifin del sstender coe--

‘ "r;ﬁpbnndientg}'pqra qhtenar lga curvas de calibracifn de cada-
una de lag protefinse determinades ( vérif&car su correlecibn ).

=== Interpolar los wvalaores en Intensidad da lgs controles y musetras
en la curva sorrsapondients para chiener la concentracibn da & -
tos. ( S! es posible efectusse la regresifn lineal correspondien
ta y el la correloacifn es wuy buens se puade interpolar en ella

los valorea de Intenaidad de loo controles y muestras obtenidoe).

Y4 28



CUADRD T

Pilucliones de los sueros eatesndsres y antlsueros para obe

tener las curvaa de calibreciBn de las proteinas determinadas.

PROTEINA OIL. DEL SUERO DIL. DEL ANTI

ESTANDAR(U/Y) .,

SUERD (V/V) .

UbL. DEL  vuOL. DEL
SUERD EST. ANTISUER(
SIL.( pl)  DIL.( pl)

I9G

1gR

Iqﬂ‘

C4

1:20
1240
1:80

15

1:5

1:5

10 2040

00 . 200

100 200

100 200

100 200

Lna volfinenes de cada una do lag diluclones de antisueras as-

pecifico més suero estender se incuban una hora, leyendo el el ne

felémetro las Intansidades correspondienten pars as{ obtener las~

cutvas de calibraciln de las 5 protefnas estudiadas.

- -22-



CUADRO IX
. Diluoionan de mwsstran .y cogﬁroles.

e -

pRorsgs  DILe DEL SUERO  DIVOCICH DEL *YoL.DEL SUERO ‘VoummEN DEL
' ' DEL PACIENFE Y  ANTISUERO DEL PACIENTE  AFPISUERD.
COBTROLES « Y CONTROLES.  ESPECIFICO.
(v/¥) (v/7) (p3) ()
Tg0 11101 135 10 200
1at, 164,04 15101 115 100 200
¢4 1528 155 100 200
Igd,1g8 en . . .
| zeotbnme. T2 W5 {00 209
oddoss

*Los volumenes-del suyerg del paciente y controles dilufdos se in-
cuban con los volumenas de antisuerc espec{fico correspondientes du
rante una hara, después de la cusl se toman las lecturas de Intensi B
dad, en el nefelémetro, y se interpola &éste valor en 1as curvas es- _
tandares de las distintas protefnas, pere obtener su concentracifin-

(mg/dl) .



3e4 o~ HETODOS ESTADISTICOS.
3ed4e1 o~ ESTUDIO DE PRECISYON IWTRA B IFTERENSAYO DEL HEPODO NESFEROME
TRICO UEADOT),

8s dotoruind por 1a cuanbificesién ds cads uma de les prg

tofnan (12G,1g2,Xe%,C) ¥ C4) on ol ousro comtrol, afeoctusdos en Gow
risa(por duplioede) un nizero do 15 vecves cn ol mimeo dla(intreanc
yo) y un ensayo dmplioedo dfn a dfa hmfa complotar 15 ensgyoo(in~
teronnaye)e la prooiaifn ss oslould msdiante la media ¥ la desvie—’
018n estandar de los resultados obtenidosz, en un xango dc; consening
oién fisioldgioamante noxmal do ceda una de las proteinas mencloma~
dose So utilizd oomo redide de variecidn ve COEFICTENTE DE VARIA ~

CTON (f) = dosvicoidn entandst yinn  para los dos tipos de emsayo

ezdia evlt,
afeotusdone

3e4e2 o= ESTUDIO DB EXACTTIUD INTRA B INTERENSAYO DEL MTSHO METODO.(7)e

88 obtuvo mgdia.nte 10 onagyos repatidos dobles del susro estandsr
para ceds una do las protefnas determinades; on un intorenzgyo y un~
intreensayo. _

Ia exsotitud o detsroing mediante el uso ds lz media srituStice~
¥y de_sviaoi&_x ostandar do tres concentraoiones dictinkes, de valer ep
pocido uno alto uno medic y und dajoe 9o empled como wadida d6 exnc~
titud ol CORFICIENTE DB VARIACION, caloulandose do igusd foras quo =
an ol estudio de .moiaién. ' -

30403 o~ ANALISIS DE REORESI(H LIREAL.- Aplicsdo a lom datos @e las our
van do calibracifn ( z3%0do de mfnimos cusdredoes )o{29)e

30404~ CORFICTRNTE DB CORREIACICE de Poarsons- Para verificar la tueya
linearidnd do las cuzvas de calibwasiéne ( 26 ).



3ode5 - METODOS ESTADISTICOS APLICADOS A LOS DATGS DE 10S VALORES DE 1A
o POBLACTION PEDIATRICA TRABATADA.

w— Analinis de Fracvenoian, e Histogremas (10J(26) pura visualisar-
" major el cozportaxdento de la podlaocidn estudisds por grupo de =
sded y pera oadn ung do las protoinas determinadase

Intervalos de Confiansa con un nivel de significennia igusl alls
958n( Hedia + 2 desvigolones estardares ) para les distinten ywyp
tofnas on ceda uno do los grupos (26)e Utilizends 1s modia swite
métioy en csso do comporiariento norzal { difribucién ) y ds la~
modia goomfirios on caso do que la Aistribuoidn zo sprozimara e~
1a noraale

o~ Analisis do Varianza.- EStodo do Fihsers ubiligando un nivel ds &
signifioanoin del 5% (21). Para verifioar si existe diferencia eg
tadfstion entrs cada uno do los valores promsdio obtenidos em To8

..... - diversos grupos de edad par ecds wna de las proteines enalizadas-
¥ asi determinar si ls concsntraoifn do oala una de las protefnas
detarminadas varfen con la cdsd o si esas dfferencias encontradus

zo dobfan unicaments sl agare

o Eatudio pare valorar los 1inites de confianza en ol coaficiente-
de variaoidn del estuilc de presisidn ¥y ¢rsctituds Regla ds Tonk
¥ dol Colegio de Patdloges Amoricanom (7)e
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R ES U L TA AR D O S

4.1 o~ CURVAS DE CALIBRACION.

ROVEINA LECTURAS EN
ESTANDAR( 1) INTENSIDAD(Y)

CONCENTRACION
(ng/dl) DEL EST

10.36

Igs 5.87
3.1

130

0.51

0.32

56.75
28.37
1%.18
7.09
3.5%
1.77

Relacién de lecturas I/conc. obtenidss por nefelometria

para trazer la curva de calibracifn de IgB.

E1 coeficiente de carrelacifin para éstos valorss es da-

0.995. Efectuando la regreaiﬂnvlineal(minimoa cuadradoa) -

de ellos, se pueda también obtensr las concentraciones da-

IgG de las muesatras y controles sin recurrir a la curva de

calihracibn gréfica.

~264"



1 CURVA DE CALIBRACION PARA TgG

15

y

0.5+

A\Y

7
0.1

™

T T T T 1
5 10 20 50 100
mg/dl.

FIGURA # 4.- Curva estandar de IgG.- Se grafica en papel =

log-log las Intensidades(v) contra las concentra--
ciones correspondientes de las diluciones del sue-
ro estandar de IgG, El coeficiente de correlacidn-

de Pearson es de 0.995,



" CURVA OE CALIBRACION PARA IgR

PROTEINA LECTURAS EN CONCENTRACION
ESTANDAR(2) INTENSIDAD(Y) (mg/dl) DEL EST
15.90 11
1gA 11.09 5.50
7.60 2,75
L.80 - 1.37
2.35 0.68
1.07 0.34
Q.45 0.17

Relacifin de lecturas i/conc. de ighA, cbienldas pod nge

felometria para trazar la curws de calibracifn de IgA.

El coeficiente de correlacién de Pearson para ésta -
relacibn es de 0,987. Efectuanda la regresifin linsal(minimos
cuadrados) de ella, se ohtienen las concentraclones de IgA-
de las muestras y aontroles{ multiplicando por el factor -

de dilucifin) como forma alternativa a la curva gréfica.

;‘ﬂ-za-_



1{v}
15+

104

0.5+

A\Y

\C

0.1

CURVA DE CALIBRACION PARA IgA

o

T T : T —
0.2 0.5 | 2 - 5 ‘ 10
mg /dt. '

p
-

PIGURA# 5.~ Curva estandar de IgAh.~ Se obtiene graficando, en

papel log-log las Intensidades(v), de las diluciones-
del estandar contra las concentraciones de IgA corres

pondientes. El coeficiente de correlacidn €s de 0.987.



CURVA DE CALIBRACION

PARA_ IgH

PROTEINA LECTURAS EN
ESTANDAR(3) INTENSIDAD(Y)
©

CONCENTRACION
(mg/d1) DEL EST.

8.52
IgM 4.78
3.30
2.21
1.33

3.50
4L.75
2.37
1.8
0.59

Relacifin de lecturas I/conc. de Igd, ohtenidas por ne-

felometrim laser, para trazar la curva de calibracifn de IoM.

E1 coeficiente de corraelacifin de Pearson para &stus valo

rea es de 0.997. Efectusndo la regresibn lingal{minimos cum

drados) de éstos, se obtienen las concentraciones de muestras

y controles, en ella como forma alternative al uso de ls cur

va de calibracibn gr&fica.

uw-:



(v}
15+

3l

2—

0.5+

4

0.1

CURVA DE CALIBRACION PARA IgM

04

T T T . .
0.2 0.5 1 2 . 3 5 7 ¢
mg/di. :

-—
-

FIGURA # 6.~ Curva estandar de IgM.~ Se obtiene graficanéo en -

papel log-log las lecturas de intensidades correspondien
tes a las distintas diluciones del suero estandar de IgM
contra las concentraciones de las mismas. El coeficiente

de correlacién de 0,997 para ésta curva,



CURVA DE CALIBRACION FARA C3.

PROTEINA LECTURAS EN CONCENTRACION
ESTANDAR(AL) INTENSIDAD{V) {mg/dl) DEL EST.
14.53 6e30
c3 10.56 3,15
7.64 1.57
4.72 0.78
2.82 0.39

Relscifn de lecturas I/conc. de C3, obtenidss por ne-

felometrfa lagser, para trazar la curva de calibracifn de

c3.

El coeficiente de correlacién de Pearaon para éstna_n
ee de 0.993. Efectuando la regresién lineal( m{nimas cua-
dgrados) de los vslores anteriores se puede interpolar en-
ella las concentraciones de las muestras y controles ale-

ternativamente al uso de la curva de calibracibn gréfice.

~32-



CURVA DE CALIBRACION PARA C3

T(V)
|5+ _

/

10
7 / v

0.5

\,
X
Y

0., T T T ! I}
0.1 0.2 0.5 8 !

mg/al.

A\ =
3.
~ -]
=

FIGURA # 7.~ Curva estandar de C3.- Se grafica en papel log-log -

las lecturas de las intensidades correspondientes a las -
diluciones del suvero estandar de C3, contra las concentrzy
ciones de las mismas. El coeficiente de correlacidn para-

esta es de 0.993.



CURVA DE CALIBRACIGN PARA C4

PROTEINA LECTURAS EN CONCENTRACION
ESTANDAR(5) INTENSIDAD(Y) (mg/dl) DEL EST.

13.13 - 5.00

c 9.45 2,50
6476 1.25
ha11 0.625

2.34 ‘ 0.34

Relacibn de lecturas I/conc. de Ch, ohtenidas por nafe-

lometri{a laser, para trazar la curva de calibracifin de C4.

" El coeficiente de correlecitn de Pearsen o8 un valor de

0.992. Efectuando le regresifin lineal(minimos cuadrados) -

de los valores anteriores se puede interpolar en elle los- .

concentraciones de las muestres y control de forms slierng

tiva sl uno de la curve de calibracibn gréfice.

TN



CURVA DE CALIBRACION PARA C 4
I{v)

) 154

10+ » ‘ /
(o}

0.5

0.l T - T T
0. 0.2 0.5 [ 2
: mg/dl.

o
~
S

FIGURA # 8.~ Curva estandar de C4 . Se obtiene graficando en =~

papel log-log las intensidades correspondientes a las

distintas diluciones del suero estandar de C4 contra-
las concentraciones de las mismas. El coeficiente de-

correlacidn para la curva es de 0.992.



4o2 .~ EXACTITUD V SENSIBILIDAD DEL METODO NEFELDMETRICO LASER.

PROTEINA ~ CONCENTRACION C.V.(%) C.V.(%)
(mg/dl) INTRAENSAYD INTERENSAYO
56475 3.00 7.50
14,18 13.00 17.00
18 .77 30.00 38.00
11.0 2.50 7.0
IgA 2,75 6.0 11.0
* 0.68 8.00 20.0
9.50 3.58 9,20
Ig# 2.37 3.64 19.00
* 0,59 6470 21,00
c3 6430 6.0 12.0
1.57 5,60 10.0
* 0.30 5,46 16.0
5.00 7450 18.0
Ct © 1425 8.00 19.0
*0.31 7.30 20.0

Coeficientes de variscifn intra e interensayo el estudia

- jdé-exnctitud-v sengibilidad para las cuantificacicnes por ne

Pelometria laser.

Se reportan los valores calculados como un cociente entre
la desviacifin estandar de las Intensidades lafdas y la media
aritmética de las miamas‘x 100, abtenidas para tres concentra
ciones distintas(alta, media y baje) de cads una de las pro-
tefnas determinadas, la sensibilidad se d8 con el valor de la
concentracifén mAs baja® en la cual no hay desviaciones en la
curva de cal;bracién correspondiente vy verificada por el co-

efictente de variacién correspondiente.
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bo.3.~- PRECISION DEL METODO NEFELOMETRICO LASER.

PROTE INA INTRAENSAYD | INTERENSAVYD
R(mg/dl)  D.S. G.ve(%) RKmg/al) D.S. C.V.(%]
Igs 1225.8 03 8.4 1093.30 106 9.7
IgA 225 B 66 243 21 8.9
IgM 1009 6.85 6.8 93.30 6.7 7.5
c3 89.40 3.5 3.9 76.70 4.0  5.30
() 18.80 2.0 10,80 | 18.64  2.58  13.85

Resultados del estudio de precisibn para el método nefelomf--

. trico lsser en las cinco prote{nas determinadas.

Se reportan los valores dal coeflcients de varigeiln para de-

terminaciones en rango de concentracifin fisioléglcemente normales

en suero control y chtenides coma un cociente entre la desviacién

estandar de tales concentraciones y la media de les mismas X 100-

pera cada una de las protefnes estudiadss.

3T



k.b.- NIVELEG DE LAS PROTEINAS DETERMINADAS POR NEFeLOMETRIA

LASER EN LA POBLACION INFANTIL ESTUDIADA.

(. VALORES DE AEFERENCIA )

Se daterminarcn las concentraciones de las cinco proteings -
IgG,IgA,IgH,s3 y C, an las muestros de la poblacibn infantil por
nafelometri{a laser, en ceds ung de los grupoo de las diversas -
edades, siguiendo el procedimiento lndicedo antericrmente @ inter
polando la intensidad cbtenlda an la curve ds calibracifn corrasg
pondientaa

Una vez sbtenida la concentracifn por euestra ds las cinco -w
proteines se sach el promedio de ls concentracién por cada uno -
de los grupoa. Debido a ls distribucifin normal que se choervi(ma
diante hintogramas) en todoa los grupoa pars Igh, CJ v cb el va-
lor promsdio en concentracién ae calculd mediante la medie erite
=8412a(24,258) ¥ ol intoovunle de conflenze nerm ollng an detorole
.nﬁ-één i 2 Béééiéﬁlnhea estandares de 1a media,

Pera Igh @ IgH, como se obtuvo una distribuciln semejonte o -
1s normsl se calculd la media geowétrica( mediante el logaritma-
de loa valorgs)(24) y el intervelo de canfilanza se celculb por-
el entilogaritmo del valor promedio » 2 desvigclones eatandsres.

S5e reportan también los valores de concentraclonas en todoe los
cagos en Unidades Internacionales por ml, siguiando las recumendg
cionas de la Organizacifin Hﬁndlal de la Salud.

Los YALDRES DE REFERENCIA se dan para cada proteina y por gru-
po de edad como g1 Intervalo de conflenza celculado con & 2 dasvia

ciones estendares(95% de la poblacifn) en ceds casol?),
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CUADRO 3.- HNiveles de IcG con la edad.

£DAD No. OE ul/mie mg/ 01 INTERVALD
MUESTRAS R R (mg/dl)
Al Nac. 30 232.8 2024 550-3450
1-6 meses 20 a4 730 336 -1120
6-12 meses 20 216 1878 850-2860
14 afos 26 167 1360 6722040
L4-8 sfce 21 198 1723 880-2600
8-15 afias 21 179 1556 880-2600

* Unidades Internacionales segin el gstandar de la (MS.

Los valores promedic de IgG(concentracifin) obtenidos en

poblacifn pedidtrica por nefelometria, son reportedos en -
este cuadro junto con los intervalos dados con + 2 d.a. de
1a media y cuyos valores se tomaron como referencia en la-

cuantificacién de IgG como parfmetro de disgnfstico.
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FIGURA # 9.- Degarrollo de IgG con la_edad
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'GUADRO 4.~ Niveles de IgA por edads

EDAD -~ Noe. DE UIl/mLe mg/dl INTERVALO
MUESTRAS g b {mg/dl)
N—geométrica. ...

Al nac. 30 0,30 0,50 O~te445
1«6 mases 20 21.56 36 16-19
6-12 meges 20 30 49 16-150
1-4 afios 26 Ja &b 20-190

4~8 afios 21 : 58 97 45-200
8-15 afias 21 1L 240 160-368

* Unidades Internacionales segln el eatandor de le GMS.

Los valores promedio de IgA(concentracifin) obtenidos en
poblacifn padiftrice sans, por nefelometria, son reportados
Junto con los valores de los intervalas obtenidos con + 2 -
de8, d2 la medis geomftrice, tomandose &stos como referencia

en la cusntificaciGn de IgG por &ste método,
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FIGURA # 10.- Desarrollo de Igh con la edad.-Se grafican los
valores promedio de IgA(mg/dl) obtenidos en el estu
dio de valores de referencia contra los distintos ~

grupos de edad(cuadro 4) y los valores individuales.



CUADRD S .~ Niveles de IgM por edad.

| EDAD No. DE ul/m1e pg/dl  INTERVALO
MUESTRAS xgemétung (mg/dl)

Al Nac. 30 1,41 .23 0 -2.1
1-6 mesas 20 g2 80 38-165
6~12 meses 20 102 a9 39-213
1-4 afios 26 02 89 38-200
4-8 afios 21 109 95 43-209
8-15 afos 21 55.3 125 £3-300

* Unidadas Internscionsles, segln el estandar de la OMS.

Los valores promedio de IgH ( concentraciln ) obtenidos

en nifios sanos, por nefelombtrfa, se reportan aqui junto -

con los intervelos obtenidas con + 2 d.s. del promedio geg

métrico, tomandose fstos valores como referencia en la guan

- %tificacifin de IgM por &ste métodn.
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FIGURA # 1l.- Desarrollo de IgM con la edad.- Se grafica la

concentracidén de IgM promedio, obtenidas como valo-
res de referencia contra los distintos .grupos de e=
dad. estudiados(cvwadro 5) y los valores individuales

con los intervalos( en barras ) de % 2 d.s.



CUADRO' 6.~  Niveles de C3 con la edad.

EDAD NO. DE Ul/ml® mg/dl  INTERVALOD

’ "7 MUESTRAS X b4 (mg/dl)
Al Nac. 30 78 61 20-100
16 meses 20 124 97 454147
6«12 meeen 20 106 83 40-150
14 afios 26 207 162 95-230
4-8 afioa 21 230 80 100-256
‘8-15 mfios " 21 245 168 - 100~-285]

¢ Unidedes Internacionales, segin el estandar de la OM.S.

Se reportan los valores promedic en concentracibn de -
C3, obtenidos mediante 21 estudio con nifios sanos y por-
nefelonetr{a laser, también se reportan los intervalos -
obtenidos con + 2 d.s. del promedio por cada grupo,y ta--
mandose éstos valores como referencia en las determinaciones

te C3 por éste método,
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FIGURA  12.- Resarrollo de €3 con la edad.- Se grafican los

valores promedio, en concentracién, de C3 por cada-~
uno de los grupos de distintas edades, obtenidos por

nefelometria-con nifios sanos para el estudio de valg

res de referencialcuadro 6) y los valores individuales

- con los intervalos({en barras) con + 2 d.s.



CUADRO 7 .~ Niveles da Cb por edad.

EO0AD No.DE ul/mle mo/dl  INVERVALO
MUESTRAS R 2 {mg/dl)
Al Nac. 30 45 14 127
1«6 meses 20 70 22 L-&0
6-12 mesas 20 a3 26 6-60
1=~4 afiog 26 150 L7 13-82.
4-8 sfios 21 153 48 20-75
8«15 aflos 21 164 45 20-70.

¢ Unidndes Internacionales, segdn el estandar de la ons.

Se reportan valores premedio en concentracién de C4, obte-
nidos medinnte el estudio con nifias sanos y por nzPelometsr{a
laser, junto se reportan los intervalos con # 2d.s. del pro
medio correspondiente y por grupo de edad. Estos valores se
tomaran como referencia an les determinacliones de Ch por di-

cha método.
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FIGURA # 13 .- Desarrollo de C4 con la edad.- Se grafican

valores promedio de C4 para cadavuno,dé los gru-~

pos de edad, obtenidos en nifios sanos'para el es~
tudio de valores de referencia{cuadro 7). v los -

valores individuales con los intervalos(en barras) =

con + 2 d.s.
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Los‘cggficigntes de variacién intra e interenseyo reportados
en el presente trabajo como una medide de la sensiblilided, pre-
cisibn y exactitud del mftodo nefelométrico laser son satisfoc-
torios para hacer uso del método rutinariamente, sl se concidg
ra la regla de Yonk y 1la del Colegio de Patflogos Americanas{7)
utillzadas para evaluser los coeficlentes de varlacifn de una -
medicifin en particular en la prhctice clinica.

En 2) casc de la scnolbllidad y la precisifin intra e interen
sayo dichos valores son nuy buenas, dando un ejempla: Una convi
nacifn de las dos reglas menclonadas nos dice gque el copficiente
de variacibn no debe de ser mayor a 5/32 del renga normal de la
medicifn, por lo gue el calcular 5/32 del rango normal para Igh
en al estudio de precisifin s intraengayos 2l valor en 8ste caso,
es dé 9 y el coericienie de varlaulbn para el micme coso 3o ahs
tuva de G.G,Yy de &sta mlsmé manera se checaron los valoras res
tantes.

En el estﬁdio de exactitud la variacifn en interensayps es -
elevada por la rue se recomlenda prepsrar una curva estandsr -
cada vez que se efectfien determinaclones de la prateina s cuan
tificar.

Los coeficlentes de variacibn pueden ser mejorados aumentendo
el nGmero de ensayos y efectuasndolos por triplicade, ya que en

reportes previos se reporten coeficientes de variacifin hasta de

-9-



un 2 %, conciderando desde luego que oe trabaje con madelos autg

matizados.

LConciderandn como sensibilidad, el valar minime que puede ser
detectado(conPlablemente), entonces los valores mfa bajos( en con
centracibn) de las curvas de celibraciln pera cads proteins estu-
diada(IgG,Ign,XIgM,C3 y CL) nos indica la sensibilidad pars sllas-
ya gue a mayores diluclones la variecibn es alta a las condiciones
metodologicas trabajadas, en todoas los casos se tienen valores -
bastanie aceptables ya que las concentraclaonas clinicuments impor
tantas, esto es, valares mayores intermedios y menorea de los nor
males( a cualqulier edad) pueden ser detectados con &ste método. ~
Oebido a la enterlior se puede prﬁpnner como una huena técnica al~
ternativa al uso de la IDR, adem&s se reporta previzmente(18,28,-
37) una bugna correlacifn can fsta.

Las ventajas de su usg, para disgnbetico rutinerio son:

-~ £1 uso de cantidedes minimas de reactantes.

-~ Foco tiewmpo de reaccifin.

-= Técnica relativemente sencille.

- fimplia rango de calibracibn .

-~ Buena precisién , sxsctitud y sensibilided del méiodo.

-~ En algunas estudios se rzporta la Qersatilidad del mtodo para
determinaciones de otras proteinss y otros Pluldos biolbglcos,
y'unn buena pensibilidad pers determinaciones a bajlas concentre
cvionas{ en otras condiciones de trabaje){i5)(20).

Las limitaciones en su uaso serén:
-~ No se cuantifican protei{nas monoclanales por fste méiodu.

-~ E1 costo(relativo) del aparato.

w80 k



Por otro lado, en sstudios previos ae ha comprendlda estable
cer lae-ﬁalnras normalas en términos de U.1.(5,22,24), para tener
une significancia en relacibn al sexo, edad, raza, lo que hace --
posible comparar loe niveles de diversas fress geogréficas y dife
rentes grupos raciales pudiendose as{ reconocer factares de infly
encis desconocida en releclén al clima, estado nutricionsl, etc.-
por lo que dichos valores son reportados as{ en el presente trabas
jo. '

Efectuando un anflisls comparativo en el desarrollo de los ni-
veles de las distintas protefnas determiﬁadaa en gl presente trae-
bajo se puede conclulr lo siguiente :

-- Un desarrollé de IgG mds répida gque en zones noriesmericanas16,
28,32) y similar 8 pohlacionae latincamericeaas(13,2k,25).

-~ Un desarrollo gradual de IgA a partir de sexto mes de vide hag
ta los quince afius de edad, &ste hallaszgo descrito por la ma-
yor{a de los sutores(13,16,24,36) indice gque el pistema produc

. tor de Igh ee mucho mis lento en desarrollsr su potencial dafy
nitiva que los otros sistemas(1gG,IgM).

. == Segln el cusdro % . de resultados, el desarrollo de IgH princi
pia los primeros semanas de vida alcanzando a los seis meses un
porcentaje alto en su concentraéiﬁn, ésta demuestrs qua la sitn
aié de IgM se alcanza mfs rapidamente en nuestro grupo de nifloe
qde en otras poblaciones donde ésioc ocurre después del segundo~
afio de vida(16,25). _ ‘

-=- €n el casg de C3 y Cb los valorea'ee mantlenen practicamente --
conatanféa u‘partir del primer afio de vida de manera semejante-
a roportes prgviua en zonas norteamericanss(16,28)dificultandose

sy comparacifn con aotras poblaciones,dada la pace ;nfurmacibn-~

S



a8l respecto por el mismo método y los pocas trabajas para el -
cosn ademfs de un minimo de trehesjos reportados en Unidades In

ternscionales.
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C O NGCLUSTIODBNES

£l mfétodo nefelomftrico laser resultd con mayor precisién
y senslbilidad, para valores clinicamente importantes, de
IgG,IgA,IgM,C3 v Cu que otros métodos. Una huena exactitud
en intrsenzayoa, lo que hace recomendable su uso como téc

nica alternativa a 1z IDR.

Se encantraron diferencias en los valogres de referencis -
pars Igl, IgR,IgH,C3 y C4 en los distintos grupos de edad
y estas fusron significatives al aplicarse un anfilisia de

varianza con una p< 0.0S.

Se observaron diferenciss, en log niveles de las cinco --

pratofnen dotorminedas, con reportes previos de Zonas Nop

" teamericanas y resultédua seme jentes caon publicacliones de

Centro y Sudemérica.

5e compararon los valores de referencla obienidos por nefe
lometr{a laser con loo reportados por IDR( en el mismo Hog
pital de Pediatria) para IgG,IgR,IgM para las mismas eda-

des y huho poca diferenclia.
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