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el sol y el mar, a e ll os 
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El montaje y adaptación del Método Turbidimétrico , se llev o a 
cabo con resultados confiables. 

Se empleó un Espectrofotómetro, con fuente de luz de tungsteno 
que estA al alcance de todos los Laboratorios Clinicos. 

En la determinación de las protetnas plasmAticas especificas, 
se obtuvó una gran sensibilidad, especificidad y presición. 

En el presente trabajo empleamos sueros normales (disproteine
mias) y anormales (hipergamaglobulinemias monoclonales), de 
individuos de una población mestiza mexicana. 

Se obtuvieron los valores de referencia para las proteinas 
plasmAticas IgA, IgM, IgG, C3 y C4 de dicha población. 

Las técnicas de inmunoprecipitación ·utilizadas fueron: 
Turbidimetrfa, ~efelómetrla e Inmunodifusión Radial, 

empleando los mismos reactivos y antisueros en cada una de 
estas técnicas para la obtención de los valores de referencia. 

La correlación de los valores obtenidos por las distintas téc
nica s de inmunoprecipitación para las proteina s plasmAticas, 
es muy aceptable; habiendo entre estas ~n promedio de co rre-

r = 0.93 a 0.99 

El montaje y adaptación del Método Turbidimëtrico, se llevo a
cabo con resultados confiables.

Se empleó un Espectrofotómetro, con fuente de luz de tungsteno
que esta al alcance de todos los Laboratorios Clínicos.

En la determinación de las proteinas plasmáticas específicas,
se obtuvo una gran sensibilidad. especificidad y presición.

En el presente trabajo empleamos sueros normales ldisproteine-
mias) y anormales (hipergamaglobulinemias monoclonales), de
individuos de una población mestiza mexicana.

Se obtuvieron los valores de referencia para las proteinas
plasmáticas IgA, IgM, lgG, C3 y C4 de dicha población.

Las técnicas de inmunoprecipitación utilizadas fueron:
Turbidimetría, Nefelonetria e Inmunodifusión Radial,

empleando los mismos reactivos y antisueros en cada una de
estas técnicas para la obtención de los valores de referencia.

La correlación de los valores obtenidos por las distintas téc-
nicas de inmunoprecipitacìón para las proteinas plasmáticas.
es muy aceptable; habiendo entre estas un promedio de corre-
lac1ón'de r = 0.93 a 0.99
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La cuantific a~ ión de prot e!nas plasmáti c as tiene gran i mp or

ta ncia en el di ag nóstico c l!ni co y mon1 to re o de diversos pa de 
c imie ntos: Inmu nodeficie ncia (hip ogama g lob ul1 nem ia ligada al 
sexo, inmunodeficiencia comú n, gast r oenteropat!as, s fn drome 
ne frótico) , Infecci ones (mononucleosis infec cio sa, tubercul o
s is, endoca rd itis) , ' Enfe rmedades hepáticas (hepatitis i nfe cci~ 

sa, c ir rosis alcohólica, cirrosis biliar, hepatitis acti ~a -

crónica ) , Lupus e ri tem atoso si s témico, Artr i tis reumatoide a, 
Síndrome de Sjogren, Linfoma de Hodgkin , Fibrosis qufstica, 

Leucemia monoc!tica, etc .. 

La determinación de prote!nas plasmáticas en estos padecimien

tos. se realiza en el laborato rio en diferentes lfquidos bi oló 
gicos como: suero, p lasma, or inJ, liquido cefalorraqufde o y 
líquido amniótico, por di fer entes técAicas espectrofot ométric as . 
Los mé todos inm un oqu!micos por medios ópticos han ganad o cada 

vez max or aceptación en los últimos 20 años, debido a su ra pi 
dez, sensibilidad, especificidad y si.!!!Q l i cidad. La determ ina 

c ión de la luz dispersada por las macromol~cu1as, constitu ye 
la base de muc ho s métodos f!sicos y anal!ticos, que se han 
adap tado a los métodos inmuno químicos como Nefelometría y Tur -, 
bidimet r ía . 

La reac ció n de preci pitaci ón ant!geno-anticuerpo, es l a reac 
c i ón básica sobre la qu e se ha desarrol l ado l a inmuno qu!mica; 
la gra n se nsi bilidad y su especificid ad la hace de gran valor 
para disting uir e identificar dife rentes prote í nas. 

El desc ubri mient o y el nombre de la reacción de precipitaci ón , 

se atribuye a Kr aus ( 1897 ) qui én observó que se formaba un pr~ 

cipitado al mezclar fi ltra do s de caldo de cultivo de bác ilos 

t i fo !d icos (25 ) . 

La cuantifica*ion de proteínas plasmáticas tiene gran impor-
tancia en el di;1nostico clinico y monitoreo de diversos pade-
cimientos: lnmunodeficiencia (nipogamaglobolinemia ligada al
sexo, inmunodeficiencia común, gastroenteropatias, sindrome
nefrótico). infecciones (mononucleosis infecciosa, tuberculo-
sis, endocarditis).'Enfermedades hepáticas (hepatitis infeccio
sa, cirrosis alcohólica. cirrosis biliar, hepatitis activa -
crónica). Lupus eritematoso sistémico, Artritis reumatoidea,
Síndrome de Sjögren, Linfoma de Hodgkin, Fibrosis quística,
Leucemia monocltica. etc..

La determinación de proteínas plasmáticas en estos padecimien-
tos_se realiza en el laboratorio en diferentes líduidos bioló-
gicos como: suero, plasma, orina, liquido cefalorraquideo y
liquido amniótico, por diferentes técnicas espectrofotometricas
Los métodos inmunoquimicos por medios ópticos han ganado cada
vez mayor aceptación en los últimos 20 años, debido a su rapi-
dez, sensibilidad, especificidad y simplicidad. La determina-
cion de la luz dispersada por las macromolecuias, constituye
la base de muchos métodos fisicos y analíticos, que se han
adaptado a los métodos inmunoquimicos como Nefelometría y Tur-
bidimetria. I

La reacción de precipitación antígeno-anticuerpo, es la reac-
ción basica sobre la que se ha desarrollado la inmunoouimica;
la gran sensibilidad y su especificidad la hace de gran valor
para distinguir e identificar diferentes proteínas.

El descubrimiento y el nombre de la reacción de precipitación,
se atribuye a Kraus (1897) quién observo que se formaba un pre
cipitado al mezclar filtrados de caldo de cultivo de bácilos
tifoidicos (25).
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Kab at mostró que las pruebas de precipi.tación son útiles para 
determinar ant!genos tisulares normales en preparaciones pur i 
ficadas de virus (3). 

Folin y Denis (1914) basandose en una técnica de enturbiamien
to prod ucido por el ácido sulfosalic!lico, introdujeron la téc
nica turbidimétrica de las prote!nas en orina. Posteriormente 
esta técnica se aplicó también en la determinación de proteí
nas en líquido cefalorraqu!deo (4). 

Libby (1938) publicó un métJdo turbidimétrico rápido y conve 
niente, empleado posteriormente por serólogos co~parativos, 
quienes determinaban las curvas de turbidez agregando dilucio
nes en serie al doble (25). 

Pope y Healy (1938) mostraron que la turbidez de una reacción 
entre toxinas de difteria y antitoxinas equinas es máxima, con 
el equivalente en cantidad de toxina y antitoxina (41 ) . 

Boyden (1947) midió la turbidez espectroscópicamente de poli
sacáridos de neumococo correlacionandolo con el contenid o de 
nitrógeno precipitado ( 41). 

Las reacciones de precipitación son frecuentemente cuantifica 
da s por turbidez a 350nm, ya que esta longitud de onda se ha
lla sobre el rango de absorción normal de inmunoglobulinas y 
antígenos prot éicos, (Vincent, Harris and Yaverbaum 1970 ; 
Oav ies 1971; An sari and Salohuddin 1973; Nazaki 1973 ) (43). 

Exis te n , en química clínica, vari os procedim ientos analíticos 
fundamentados en la me d id a del grado de enturbiamiento produ 
cido en la reacción antfgeno-anticuerpo; estos métodos inmuno~ 

quím ic os co nocido s so n : I nmunodifus ión Radial (IRD) , Nefelome-

2.

Kabat mostró que las pruebas de precipitación son útiles para
determinar antígenos tisulares normales en preparaciones puri-
ficadas de virus (3)_

Folin y Denis (1914) basandose en una técnica de enturbiamien-
to producido por el ácido sulfosalicilico. introduieron la téc
nica turbidimétrica de las proteínas en orina. Posteriormente
esta técnica se aplicó también en la determinación de proteí-
nas en liquido cefalorraquídeo (4).

Libby (1938) publicó un método turbidimétrico rapido y conve-
niente, empleado posteriormente por serólogos comparativos,
quienes determinaban las curvas de turbidez agregando dilucio-
nes en serie al doble (25).

Pope y Healy (1938) mostraron que ia turbidez de una reacción
entre toxinas de difteria y antitoxinas equinas es máxima, con
el equivalente en cantidad de toxina y antitoxina (41).

Boyden (1947) midió la turbidez espectroscópicamente de poli-
sacáridos de neumococo correlacionandolo con el contenido de
nitrógeno precipitado (41).

Las reacciones de precipitación son frecuentemente cuantifica-
das por turbidez a 350nm, ya que esta longitud de onda se ha-
lla sobre el rango de absorción normal de inmunoglobulinas y
antígenos protéicos, (Vincent, Harris and Yaverbaum 1970; -
Davies 1971; Ansari and Salohuddin 1973; Nazaki 1973) (43).

Existen, en quimica clinica, varios procedimientos analíticos
fundamentados en la medida del grado de enturbiamiento produ-
cido en la reacción antígeno-anticuerpo; estos métodos inmunov
químicos conocidos son: ínmunodifusión Radial (IRD), Nefelome-
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tría y Turbidime: ría. 

El tiempo de determinación varia; desde 48hrs., 1hr. y 60 se 

gundos respectivamente; y se requieren antisueros de afinidad 

y titulo relativamepte elevados procedentes de conejos, cabras, 

bovinos , cobayos y de agentes polimeros para acelerar la 

rea cc ió n. 

El método turbidimét r ico ( inmunoqu!mico) requiere de polímeros 
lineales solubles en agua; como el Polietilenglicol 6000 (PEG), 

el cual no forma parte de los complejos antigeno-anticuerpo y 

probablemente actúa por exc1usi6n esférica ae macromolécula s 
para el dominio del pol!mero, aumentando as! la velocidad de 
la reacción ant!geno-anticuerpo (6). 

La tendencia actual en los laboratorios de análisis clínicos 
es la automatizaci ón de los procedimient os analíticos, con el 

fin de simp lificar y obte ner en el menor tiempo posible resul
tados óptimos, para detectar el grado de concentración y nor

malidad de un suero. 

Los prime r.o s métodos empleados en quimica cliníca que se adap 
taron a la aut omati zación, fu er on espectrofotométricos, pero 
en la actualidad aumen ta más el interés de desarrollar nuevas 
técnicas y métodos para la investigación clinica empleando mé

todos inmunoquimicos , propiciando el diagnóstico inmunológic o 

al ser vicio de la Salud Pública. 

Al traba jar en el laboratorio de Inmunología del Hospital de 
Especialidades del Centro Médico la Raza, en donde se realiza 
el método de Nefelometria, empleando un Nefelómetro Lasir, los 

r eact ivos y antisueros propor cionados por la Qu1mica Hoechst, 
se pensó, en desa rrollar la adaptación de la técnica Turbidi-

3.

tria y Turbidimetria.

El tiempo de determinación varía; desde 48hrs., Ihr. y 60 se-
gundos respectivamente; y se requieren antisueros de afinidad
y titulo relativamente elevados procedentes de conejos, cabras,
bovinos , cobayos y de agentes polímeros para acelerar la
reacción.

El método turbidimétrico (inmunoquimico) requiere de polímeros
lineales solubles en agua; como el Polietilenglicol 6000 (PEG),
el cual no forma parte de los complejos antígeno-anticuerpo y
probablemente actúa por exciusión esférica de macromoléculas
para el dominio del polímero, aumentando así la velocidad de
la reacción antígeno-anticuerpo (5).

La tendencia actual en los laboratorios de análisis clínicos
es la automatización de los procedimientos analíticos, con el
fin de simplificar y obtener en el menor tiempo posible resul-
tados óptimos, para detectar el grado de concentración y nor-
malidad de un suero.

Los primeros métodos empleados en química clinica que se adap-
tarón a la automatización, fueron espectrofotométricos, pero
en la actualidad aumenta más el interés de desarrollar nuevas
técnicas y métodos para la investigación clinica empleando mé-
todos inmunoquimicos, propiciando el diagnóstico inmunológico
al servicio de la Salud Pública.

Al trabajar en el laboratorio de Inmunología del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Ia Raza, en donde se realiza
el método de Nefelometria, empleando un Nefelómetro Laser, los
reactivos y antisueros proporcionados por la Química Hoechst,
se pensó, en desarrollar la adaptación de la técnica Turbidi-
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métrica pa ra le dete rminación de prote ína s plasmát1cac, usando 

los mismos r e act1 vos que po r Nefe lo me t r ía, per o co nt ando co n 

un aparato óptico simp le, como un espec trofctó metro de fuente 

de luz de tugsteno, qu e pu diese estar al alcance de los labo 

rato r ios co n menores recurs os económicos; el prop ós ito de este 

te ma de t esis es estandari zar el mét odo de Turbi d imetrí a par a 

bene ficiar a una mayor pob laci ón de paci e ntes en e l di ag~ósti

co y mon i toreo de dif erentes padeci mient os , co n l as vent ajas 

de su cuantificaci ón de pr ote !na s plasmáti cas específic as en 

casi todos los fl u! do s org ~ni cos, co n la misma se nsibilida d y 

especificidad del mét odo inmunoquímico Nefel omé t r ic o . 

4.

métrica para la determinación de proteínas plasmáticas, usando
los mismos reactivis que por Nefelometria, pero contando con
un aparato óptico simple, como un espectrofotómetro de fuente
de luz de tugsteno, que pudiese estar al alcance de los labo-
ratorios con menores recursos económicos; el propósito de este
tema de tesis es estandarizar el método de Turbidimetria para
beneficiar a una mayor población de pacientes en el diagfiósti-
co y monitoreo de diferentes padecimientos. con las ventajas
de su cuantificación de proteinas plasmáticas especificas en
casi todos los fluidos organicos, con la misma sensibilidad y
especificidad del método inmunoquímico Nefelométrico.
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A) INMUNOGLOBULlNAS 

Son pro te1 nas producidas por células plasmAti cas derivadas de 
linfoci tos B activados por el antigeno , tienen propieda des es
tructurales comunes y poseen la capacidad para combi narse espe
ci f icamente con el ant1geno inductor. Todas las moléculas de 
inmunoglobulinas constan de dos partes de cadenas polipept1di cas. 
El par mAs largo, compuesto de dos cadenas pesadas, tiene doble 
peso molecular que las cadenas mAs cortas, llamadas cadenas li
geras. Se han identificado cinco tipos diferentes de cadenas 
pesadas; las inmunoglobulinas se clasifican de acuerdo a cada 
tipo de cadena pesada existente (9). 

Caracteres comunes.-

. La secuencia en amino3cidos de la cadena pesada determina las 
propiedades biológicas de la molécula. Cada clase ó subclase de 
inmunoglobulinas posee una secuencia de aminoAcidos invariable, 
que comprende del 75% de la cadena (segmento co nstant e) y que es 
la misma para todos los miembros. La especificidad individual 
-capacidad para combinarse unicamente con un antlgeno- reside en 
la secuencia de los aminoAcidos del segmento variable, localiza
do en el extremo carboxi-terminal (e -t ermina l ) de las cadenas pe 
sada y ligera. La porción variable co mpren de alrededor del 50 % 
de la secue ncia de la cadena ligera y un 25 % de la cadena pesada . 

Las inmunoglobulinas, po lipéptid os complejos con una configura 
ción tridimensi ona l altamente estructur ada, pueden ser inmunogé
nicas si se i ntr oduc en en huéspedes de otras especies ( 6 ) . 

Al IIHUNOGLOBULINAS

Son proteínas producidas por celulas plasmáticas derivadas de
linfocitos B activados por el antígeno, tienen propiedades es-
tructurales comunes y poseen la capacidad para combinarse espe-
cificamente con el antígeno inductor. Todas las moléculas de
inmunoglobulinas constan de dos partes de cadenas polipeptidicas.
El par mas largo, compuesto de dos cadenas pesadas, tiene doble
peso molecular que las cadenas más cortas, llamadas cadenas li-
geras. Se han identificado cinco tipos diferentes de cadenas
pesadas; las inmunoglobulinas se clasifican de acuerdo a cada
tipo de cadena pesada existente (9).

cãl"åC`CBT€S COIIUIIES.-

La secuencia en aminoácidos de la cadena pesada determina las
propiedades biológicas de la molécula. Cada clase ó subclase de
inmunoglobulinas posee una secuencia de aminoácidos invariable.
que comprende del 75% de la cadena (segmento constante) y que es
la misma para todos los miembros. La especificidad individual
-capacidad para combinarse unicamente con un antígeno- reside en
la secuencia de los aminoácidos del segmento variable, localiza-
do en el extremo carboxi-terminal (C-terminal) de las cadenas pe-
sada y ligera. La porción variable comprende alrededor del 50%
de la secuencia de la cadena ligera y un 25% de la cadena pesada.

Las inmunoglobulinas, polipéptidos complejos con una configura-
ción tridimensional altamente estructurada, pueden ser inmunogé-
nicas si se introducen en huéspedes de otras especies (6).
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B) Propiedades fisicas y qutmicas.-

Los anticuerpos pued en caracterizarse por sus propied ades f! 
cas , qu!micas e inmuno lógicas (co n mucho las más específi ca s) . 
En tre las pr opiedades fisicoq uímicas más i mpor t ante s emp l eada s 

para clas i ficar a los anticue rp os, se e ncuentran su solubili 
dad en sal es y solventes , movi l i dad el ect rof orét ica, tam añ o 

molecular y sedimentación en la ul tracen trífuga . El ectrof o r é 
ticamente, la mayor part e de los ant icuerpos caen den tro de 

las fracc i one s gama y beta 2 de la~ globulinas; unos c uant os 
caen dentro de l as a lfa - globuli nas ( 9 ) . 

Mediante anális i s por ultracentrífugación, los anti cuer pos se 

dividen en dos clases pri ncipales: 

1.- aquellos con peso mole cula r próximo a 1 . 5 X 10 5 daltones 

y coe ficiente de sedimentación de 75 . 

2 .- aquellos de peso molecula r cercano a 9 X 10 5 da lt ones y 
• 

coeficiente de sedi1n en tación de 195 . 

Sin em bargo, al gu nas inmunoglobulinas con acti v i da d de anti 
cuerp o ti enen co eficientes de sed im entación entre 95 y 11 5 . 

En el pr oce so de f ra ccionamiento del plasma humano con e tan ol 

com o solv ente y a baja t emperatura, la mayo r pa rt e de las 1n
munogl obul inas de 75 aparecen en l a fracción II , como se ob 
serva en el siguient e cuadro . 

Y*

B) Propiedades físicas y químicas.-

Los anticuerpos pueden caracterizarse por sus propiedades fí-
cas, químicas e inmunológicas (con mucho las mas específicas).
Entre las propiedades fisicoquímicas mas importantes empleadas
para clasificar a los anticuerpos, se encuentran su solubili-
dad en sales y solventes, movilidad electroforética, tamano
molecular y sedimentación en la ultracentrífuga. Electroforé-
ticamente. la mayor parte de los anticuerpos caen dentro de
las fracciones gama y betaz de las globulinas; unos cuantos
caen dentro de las alfa-globulinas (9).

Mediante analisis por ultracentrifugación, los anticuerpos se
dividen en dos clases principales:

1.- aquellos con peso molecular próximo a 1.5 X 105 daltones
y coeficiente de sedimentación de 75.

2.- aquellos de peso molecular cercano a 9 X 105 daltones y
O

coeficiente de sedimentación de 195.

Sin embargo, algunas inmunoglobulinas con actividad de anti-
cuerpo tienen coeficientes de sedimentación entre 95 y 11€.

En el proceso de fraccionamiento del plasma humano con etanol
como solvente y a baja temperatura. la mayor parte de las in-
munoglbbulinas de 75 aparecen en la fracción II. Como se ob-
serva en el siguiente cuadro.



Algun~s propiedades f[sicas y biolOgicas de clases inmunoglobulinas humanas 

Concentra- super viven- Denomina-

c ión sérica c ia med ia ción de la Núm ero de 
( semidesin- Función cadena pe- sub e l a -media p ,~so mo- 520 teg ración) biológi- Recepto- sada ses Cl ase (mg/100ml) l e cu lar T/2 (Di as) ca res en 
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centa, Ac tos, mo-
heterocíto- citos 
trópico 
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de proper- tos.mono-
dina citos 
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plemento tos 

JgD ó )' D 3 150,000 7 2.8 Receptor 
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2 
en sup. del 
linf oc ito 

1 gE ó YE 0.03 196,000 8 1. 5 Ac reagini- Ce!. ce-
co. Ac horno badas,li~ € 
c it otrópico fo c ito s 
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e) Estructura a e l as inmunoglo bul inas.-

Las inmunoglobuli na s son glicoproteínas heterogé ne as compues~ 
tas de 82% a 96 % de polipé ptidos y de 4 a 18% de carbohidra

tos; la parte prot€ica por 4 cadenas polipeptídicas: dos cade
nas pesad as (H) co n doble peso molecular formado de 450 ~min o 

ácidos y dos cade nas ligeras de menos peso molecular (L) co ns 

tituida po r 215 resid uos de aminoácidos; las c uatro cadenas 
polipéptídicas están unid as entre si por puentes disulfur o y 

fuerzas no covale nt es como se muestra en la siguiente figura . 

Cada cade na polip€pt1dic a contiene una porción aminotermin al, 
la r egión va r iable (V) y una p0rción ca rb ox\lo terminal que 
corresponde a l a región constante (C); la variabili dad de ami 
noácidos en la re gió n variable es la que co nfiere la heteroge 

neidad. de las inmunoglobuli nas ( 9 ) . 

Las cadenas 

~~.__~_._~.._~-'-~Cco-

1-~''-...~~--.~--.-~~.,-~coo-

Papafna 

tridimensionalmente no existen en 
secuencia lineal sino que estan plegadas por puentes disu lfu 
ro en regiones globulares denominadas como dominios; en las 

cadenas H (VH' CH
1

, CH 2 , CH 3 , y CH 4 ) y los dominios en las ca 

denas L se denominan como: VL y CL • 

Si

C) Estructura oe las inmunoglobulinas.-

Las inmunoglobulinas son glicoproteínas heterogéneas compues-
tas de 82% a 96% de polipeptidos y de 4 a 18% de carbohidra-
tos; la parte proteica por 4 cadenas polipeptídicas: dos cade-
nas pesadas (H) con doble peso molecular formado de 450 amino-
ácidos y dos cadenas ligeras de menos peso molecular (L) cons-
tituída por 215 residuos de aminoácidos; las cuatro cadenas
polipeptídicas están unidas entre sí por puentes disulfuro y
fuerzas no covalentes como se muestra en la siguiente figura.

Cada cadena polipeptidica contiene una porción aminoterminal.
la región variable (V) y una porción carboxilo terminal que
corresponde a la región constante (C); la variabilidad de ami-
noácidos en la región variable es la que confiere la heteroge-
neidad de las inmunoglobulinas (9).

1 D G _
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*$9
Las cadenas polipeptídicas tridimensionalmente no existen en
secuencia lineal sino que estan plegadas por puentes disulfu-
ro en regiones globulares denominadas como dominios; en las
cadenas H (VH, CH¡, CH2, CH3, y CH4) y los dominios en las ca
denas L se denominan como: VL y CL .
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El sitio de combinación con el ant1gen o es la pequeña porción 
del fragmento Fab formada por un número pequeño de amino~cidos 

en la región V de las cadenas H y L. Las cadsnas lig eras tie
nen un PM aprox. de 23,000 y se clasifican de 2 tipos: kappa (k) 
y Lamda ().) y 1 as encontramos en forma igua 1 ( k, k ó ").. ,).) en 
cada molécula. 

D) DIGESTION ENZIMATICA Y AGENTES REDUCTORES PARA DISOCIAR 
LAS INMUNOGLOBULINAS. 

Porter 1959 empleó la pa patna para digerir IgG y obtener 2 frag
mentos Fab' (fijadores de Ag) y 1 fragmento ~c (cristalizable ) . 
En 1960 Nisonoff y cols. utilizaron otra enzi ma proteol1tica, 
la pepsina que produce 1 molécula de (Fab')2 que si precipita 
con Ag; est~ molécula est~ compuesta de 2 unid ade s Fab y la re
gión de la bisaara, con enlaces disulfura inte rcad ena H (9). 

ESTRUCTURA DEL ANTICUERPO 

LIGERA -- / PAPAINA 
''' s s 
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1 
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E:::::) 

s 1s JFAB 
s Fd ' 1 

l 
~ 's 

C3 1 

c::3 SH 1 SH ! ! ~ 

s s ., , l 1 NTERMEDIOS 
F lob' l2 PAPAINA+ SH 

i RS H ; , , s s FAB I· , ! ! 
11 1 

s s ,,, s s 1S l-4 11 1 FC 
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9.

El sitio de combinación con el antígeno es la pequeña porción
del fragmento Fab formada por un número pequeño de aminoácidos
en la región V de las cadenas H y L. Las cadenas ligeras tie-
nen un PM aprox. de 23,000 y se clasifican de 2 tipos: kappa (k)
y Lamda (ì.) y las encontramos en forma igual (k,k ó'k,1) en
cada molécula.

D) DIGESTION EIZIIATICA Y ÄGENTES REDUCTORES PARA DISOCIAR

LÃS INHUNOGLOBULIIAS.

Porter 1959 empleó la papalna para digerir lgG y obtener 2 frag-
mentos Fab' (fijadores de Ag) y 1 fragmento Fc [cristalizable).
En 1960 Nisonoff y cols. utilizaron otra enzima proteolltica,
la pepsina que produce 1 molécula de (Fab')2 que si precipita
con Ag; está molécula está compuesta de 2 unidades Fan y la re-
glón de la bisaora, con enlaces disulfuro intercadena H (9).

ESTRUCTURA DEL ANTICUERPO
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Los fragmentos F(ab) 2 contienen los s~tios de unión para los 

determina ntes ant!génicos; la porción central de l a cade na H 
llamada •regiOn de la bisagra" permite que Iris 2 bra zos de la 

molécula se inclinen para acomodar antfgenos de dif ere ntes ta
maños y conformaciones (9). 

E) FACTORES GENETICOS ASOCIADOS CON INMUNOGLOBULINAS: 
FACTORES GM, INY Y AM. 

Se ha comprobado que con moléculas de inmunoglobulin as son trans 
portados marcadores genéticos. Los 2 primeros iden tificados se 

denominaron factores Gm e Inv y se descubri ero n por el siguien
te método indirecto (51). 

Los sueros de algunos pacientes con artritis reumat oid e aglu

tinan los globulos ro] os cubiertos de globu lina gamma humana. 
El anticuerpo antiglobulina gamma conte nido en el suero de es
tos individuos se llama factor reumatoide (RF). Se co mprobó 
que la reacción entre el RF de una persona determinada y l os 
globulos rojos revestidos de globul·ina gamma era inhibida por 
la incubación prev i a del" suero reumatoide co n suero de pers o
nas normales. Algunos sueros normales inhibían un factor reu
mato ide particular, otros no lo hacían. Se comprobó que la 

capacid ad para inhibir una reac c ión particular se heredaba en 
forma mendeliana, y que las sustancias inhibidoras en un suero 
normal eran inmu noglob ulinas. Cierto número de fact ores here

ditarios que reflejan loci diferentes han sido descubiertos en 
esta ~a rma, y guardan relación con las diversas cadenas pesa 

das de IgG, o con el tipo de k de cadena ligera. Los fa ctores 
asociados co n la cad ena pe s ad a de IgG se den ominan Gm (por -
gamma)y los asociados con la cadena ligera se llaman Inv (abre-

10.

Los fragmentos F(ab)2 contienen los sitios de union para los
determinantes antigénicos; la porción central de la cadena H
llamada 'región de la bisagra' permite que los 2 brazos de la
molécula se inclinen para acomodar antígenos de diferentes ta-
maños y conformaciones (9),

E) FACTORES GEIETICOS ASOCIADOS CGI IIIUNOGLOBULINASI
FACTORES GH, INV Y AI.

Se ha comprobado que con moleculas de inmunoglobulinas son trans
portados marcadores genéticos. Los 2 primeros identificados se*
denominaron factores Gm e lnv y se descubrieron por el siguien-
te método indirecto (51).

Los sueros de algunos pacientes con artritis reumatoide aglu-
tinan los globulos rojos cubiertos de globulina gamma humana.
El anticuerpo antiglobulina gamma contenido en el suero de es-
tos individuos se llama factor reumatoide (RF). Se comprobó
que la reacción entre el RF de una persona determinada y los
globulos rojos revestidos de globulina gamma era inhibida por
la incubación previa del suero reumatoide con suero de perso-
nas normales. Algunos sueros normales inhibian un factor reu-
matoide partícular, otros no lo hacian. Se comprobó que la
capacidad para inhibir una reaccion particular se heredaba en
forma mendeliana, y que las sustancias inhibidoras en un suero
normal eran inmunoglobulinas. Cierto número de factores here-
ditarios que reflejan loci diferentes han sido descubiertos en
esta forma, y guardan relacion con las diversas cadenas pesa-
das de lgG, o con el tipo de k de cadena ligera. Los factores
asociados con la cadena pesada de igü se denominan Gm (por -
gamma)y los asociados con la cadena ligera se llaman inv (abre-
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viatura del nomb re de un paciente) ó, a ve ces , Km (analogo a 

Gm ) . Hay más de 2J f actores Gm y 3 Inv reconoc idos . Como se 
compr obó mós recientemente, se han de scub ier to 4 subclases di

ferentes de lgG y l os diversos factores Gm estón asociados con 
una de esta subclase . La base quimica de los factores Gm e In v 

se describirá mós t~rde . Es importante senala r que l os factores 
Gmv e Inv no son alélicos o sea que se heredan uno in dep~nd1 e~ 

temente de ot r o . 

Se ha descrito otro grupo de marcadores genéticos asociados 

con IgA que se hereda en forma independiente. Los reactiv os 
para identificar tales facto res se han descubierto a consecu e n 
cía de transfusiones . Algunos pacientes 1an sido inmunizado s 

en esta forma con una IgA geneticamente dif~rent e de la pro 
pia . De man era similar, sin advertirlo, se han pr oducido an
ticuerpos alot!picos anti -I gA , y sus manifestaci one s c l!n1ca s 

han si~ o reacciones de tra nsfus ión ligeras a grave s . Se han 
descubierto diferentes facto re s genéticos, y se ha aplica do el 
término "Am" ( refiriéndose al equival en te de IgA en Gm) a ese 
sistema. 

En los 3 sistemas ( Gm, Inv, y Am) el anticuerpo des cubridor 

es de origen humano . En los 2 primeros frecuent eme nte se t r a 
ta de factor reumatoide pe r o , como el terce r fact or, es ~rov o 

cado a veces por transfusión. tomo las diferenc i as qulmic as 

entre al otipos son mínimas (u n solo aminoácido en el ca so del 
factor Inv), el descubrimiento a re querido el empleo de anti 
cuerpos generados en la misma especie. Se han buscado dife 
rencias alotípic as entre protel nas de ot ras espec ie s, y se han 

descubierto i nm unolog i ca men t e por inmuniz ación dent r o de la 
e s pecie , admitiendo que el s i stema de ·reconocimi ento del ani
mal inmunizado descub rirá diferencia s menores entre el ant!ge 

no inmunizante y sus pr opi as prote!nas (51 ) . 

H.

viatura del norore de un paciente) ó. a veces. Km ¿análogo a
Gm). Hay más de Zu factores Gm y 3 lnv reconocidos. Como se
comprobó más recientemente, se han descubierto 4 subclases di-
ferentes de IgG y los diversos factores Gm estan asociados con
una de esta subclase. La base quimica de los factores Gm e lnv
se describira mas tarde. Es importante señalar que los factores
Gmv e lnv no son alélicos o sea que se neredan uno independien
temente de otro.

Se ha descrito otro grupo de marcadores genéticos asociados
con IgA que se hereda en forma independiente. Los reactivos
para identificar tales factores se han descubierto a consecuen
cia de transfusiones. Algunos pacientes nan sido inmunizados
en esta forma con una lgA geneticamente diferente de la pro-
pia. De manera similar, sin advertirlo. se nan producido an-
ticuerpos alotipicos anti-lgA, y sus manifestaciones clinicas
han sido reacciones de transfusión ligeras a graves. Se nan
descubierto diferentes factores genéticos, y se na aplicado el
término 'Am' (refiriéndose al equivalente de lgA en Gm) a ese
sistema.

En los 3 sistemas (Gm, lnv, y Am) el anticuerpo descubridor
es de origen humano. En los 2 primeros frecuentemente se tra-
ta de factor reumatoide pero, como el tercer factor. es provo-
cado a veces por transfusión. 'Como las diferencias químicas
entre alotipos son minimas (un solo aminoâcido en el caso del
factor lnv), el descubrimiento a requerido el empleo de anti-
cuerpos generados en la misma especie. Se han buscado dife-
rencias alotipicas entre proteinas de otras especies, y se han
descubierto inmunologicamente por inmunización dentro de la
especie, admitiendo que el sistema de reconocimiento del ani-
mal inmunizado descubrirá diferencias menores entre el antíge-
no inmunizante y sus propias proteínas (51;_
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Como era de pr e ver, los diver sos factores Gm están asociados 

con subclas es espe c ificas de lgG, y l os diversos factores Am 

están asociados en for ma similar co n subclases especifi cas de 
lgA. Hasta aqu f en el sistema humano no se han descubiert o 
marcadores a 1 ot i p ic-0s para 1 a cadena 1 igera )' ó para 1 a cade 

na pesada )"- , J ó ~ . 

F) INMUNOGLOBULINA G (I gG ) 

En los adultos norma~es, la IgG human a constituye aproximada
mente 75 % del total de las i nmun oglobulinas del suero . Dentro 
de la clase de IgG, las co ncentrac iones relativa s de las 4 sub 
clases son aproximadamente como sigue: IgG1, 60-7 0%, IgG2, 

14 - 20 %_, IgG3, 4- 8% e IgG4, 2-6 %. 

Estas cifras varían algo de individuo a individu o y se corr e 
lacionan con la presencia de ciertos marcadores alotfpic os de 

la región constante (C) de la cadena H. 

La IgG es la única clase de inmun0globulinas que pueden atra ve

sar l a placenta en el tiuman o y es l a resp onsable de la pro t ec 
ción del recién nacid o durante los primeros meses de su vida. 
Tam bién es capaz de fijar el complemento del suer o . Su PM es 

aproximadamente de 15 0 ,000, la concentración en e l plasma es 
de 90 0- 1200 mg /dl , su vida med ia es de 25 días, su coeficiente 
de sedimentación es de 75, movilidad electroforética es en la 

porción gamma, tie ne la capacidad de neu t ral izar toxinas y vi -
rus, presenta un 4% de ca r bohidratos (9) . 

12.

Como era de pr*ver, los diversos factores Gm están asociados
con subclases especificas de lgG. y los diversos factores Am
estan asociados en forma similar con subclases especificas de
lgA. Hasta aqui en el sistema humano no se nan descubierto
marcadores alotipicos para la cadena ligera7› 6 para la cade-
nai>esada,u_,¢fó¿-.

F) INHUNOGLOBULINA G (IQG) .-

En los adultos normales, la IgG humana constituye aproximada-
mente ?5% del total de las inmunoglobulinas del suero. Dentro
de la clase de IgG, las concentraciones relativas de las 4 sui
clases son aproximadamente como sigue: igG1, 60-70%, lgG2,
14-20%¿ lgG3, 4-8% e IQG4, 2-6%.

Estas cifras varían algo de individuo a individuo y se corre-
lacionan con la presencia de ciertos marcadores alotipicos de
la región constante (C) de la cadena H.

La IgG es la única clase de inmunoglobulinas que pueden atrave-
sar la placenta en el humano y es la responsable de la protec-
ción del recien nacido durante los primeros meses de su vida.
También es capaz de fijar el complemento del suero. Su PM es
aproximadamente de 150.000. la concentración en el plasma es
de 900-1200 mg/dl, su vida media es de 25 dias, su coeficiente
de sedimentación es de 75. movilidad electroforética es en la
porción gamma, tiene la capacidad de neutralizar toxinas y vi-
rus, presenta un A1 de carbohidratos (9).
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6) POLIMORFISMO GENETICO.-

La heterogeneidad de las inmunoglobulinas que da or i gen a las 
subclases con alotipos (marcadores genéticos que se encuentran 
solo en las regiones constantes de las cadenas H y que son de
signadas como el sistema Gm). Para las cadenas ligeras "). no 
se conocen marcadores alotlpicos, para k se conocen como: 
Inv (I), Inv (2), Inv (3); estos alotipos antigénicos especlfi
cos se encuentran distribuidos en forma diferente de acuerdo al 
grupo racial y también reflejará la historia geográfica en la 
evolución del hombre y sus raices con respec to a diferentes -
enfermedades infecciosas y el porque l os hombres presentan di 
ferente susceptibilidad 6 resistencia a enfermed ades . 

ISOTIPOS.-

Cade nas pesadas: las variaci one s de los determinantes antigé 
nicas nos da una variación estructural obte niend ose diferentes 
subclases; IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. 

Cadenas liger~s: los marcadores genéticos se encuentran solo 
en las cadenas ligeras (Kern +/Kern - ) en donde hay una substit~ 

ción del aminoácido #154 por glicina o seri na; el Oz+ / Oz
esta dete rminado por una substitución en el residuo del amino 
ácido #190 por lisina 6 arg i nina . 

fqGI 
ISOTIPOS DE LA lgG 1- s -· 

s -s 7 

--~:=-::--·····-~~-°" s- s 

IgG3 

IgG2 
---;-·--· .. , 1 •• ----

s-s 

s -s 

- 1 ·-~--' s-s 
IgG4 
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G) POLIHORFISIO GEIETICO.-

La heterogeneidad de las inmunoglobulinas que da origen a las
subclases con alotipos (marcadores genéticos que se encuentran
solo en las regiones constantes de las cadenas H y que son de-
signadas como el sistema Gm). Para las cadenas ligeras'1 no
se conocen marcadores alotiplcos. para k se conocen como:
lnv (l). lnv (2), Inv (3): estos alotipos antigénicos especifi-
cos se encuentran distribuidos en forma diferente de acuerdo al
grupo racial y también reflejará la historia geográfica en la
evolución del hombre y sus raices con respecto a diferentes -
enfermedades infecciosas y el porque los hombres presentan di-
ferente susceptibilidad ó resistencia a enfermedades.

ISOTIPOS.-

Cadenas pesadas: las variaciones de los determinantes antigé-
nicas nos da una variación estructural obteniendose diferentes
subclases; lgG1, lgG2, IgG3 e igG4.

Cadenas ligeras: los marcadores genéticos se encuentran solo
en las cadenas ligeras (Kern+/Kern-) en donde hay una substitu
ción del aminoácido #154 por glicina o serina; el 0z+/0z-
esta determinado por una substitución en el residuo del amino-
ácido #190 por lisina ó arginina.
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IDIDTIPO. -

La variabilidad se e ncuentra en la región variable de l as ca 

den as pesad as (H) y ligeras ( L): posición de las cadena s pe 
sad as ( 31-35 ) , ( 50·65), (81-87) y (95-102), para las cadenas 
liger as en la posic ión; ( 25-34), (55 - 60) y (89-97). 

H) INMUNOGLOBU LI NA A ( IgA).-

La mo lécula de IgA puede prese ntarse como monómer o e n la cir 
culaci ón; en fluidos se secr eció n se pre senta como d í me r o el 

cual consiste de 2 monómeros de IgA unidos por una p i eza se 
cretoria media nte una cade na J pr oducida po ~ las célula s epi 
teliales. PM de 400,000, concentración en plasma de 60- 390mg / dl 
suvida media es de 7 días, coeficiente de sedimenta c i ón 75 , 
su movilidad electrofo ré tica es rápida, presenta un 10 % de ca r
bohidratos . Su papel pr i nci pal es el de inactivar viru s má s 
que bacteri as ya que par a ser un buen anticu er po contra bac
terias, requeriría te ner l a capacidad de activar el co mp l emen 
to; indirectamente fac i lit a l a op sonización de bact e ria s -
(comple j o bacteria - IgA) má s fácil de ser fago c itado por los 
macrófagos (9). 

Otra función de la IgA es la pr e ve nción de enferme da des al é r
g ic as ya que se une antíge nos ( alimentos, polenes y po lv o) 
impid ie nd o su entrada al to r rente circulatorio. 

H ~"" ........._ ~ CA~ENA COMPONENT:: 
~ ~ SECRETOR! 

H~ERO 
L 

A. SUERO IgA 

1 

~ ~H 
B. lgA SECRETORIA 

( OIMERO } 
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IDIDTIPO.-

La variabilidad se encuentra en la región variable de las ca-
denas pesadas (H) y ligeras (L): posición de las cadenas pe-
sadas (31-35), (50-65). (81-87) v (95-102), para las cadenas
ligeras en la posición; (25-34). (55-60) y (89-97).

H) INHUNOGLOBULIIA A (lgA).-

La molécula de lgA puede presentarse como monómero en la cir-
culación; en fluidos se secreción se presenta como dimero el
cual consiste de 2 monómeros de lgA unidos por una pieza se-
cretoria mediante una cadena J producida por las celulas epi-
teliales. PM de 400,000, concentración en plasma de 60-390mgfdl
suvida media es de 7 dias, coeficiente de sedimentación 75.
su movilidad electroforética es rapida, presenta un 10% de car-
bohidratos. Su papel principal es el de inactivar virus mas
que bacterias ya que para ser un buen anticuerpo contra bac-
terias, requeriría tener la capacidad de activar el complemen-
to; indirectamente facilita la opsonización de bacterias -
(complejo bacteria -lgA) más facil de ser fagocitado por los
macrófagos (9)-

Otra función de la lgA es la prevención de enfermedades alér-
gicas ya que se une antígenos (alimentos, polenes y polvo)
impidiendo su entrada al torrente circulatorio.
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I) INM UNOGL OBULINA M (lgM).-

Es la primera inmunoglobulina ~ producida por la re spuesta inmune, 

se sintetiza en su mayor parte en el bazo y tiene una importan

cia vital en la defensa contra bacteremias y septicemias. La 
IgM es la fijadora del complemento más eficiente, debido a su 
estructura espacial pentámero con 10 terminaciones o valencia s 
uniendose fuertemente a: cápsula de neumococos y membrana de 

bácilos gram negativos. La IgM no traspasa la barrera placen
taria, pero en el recién-nacido es la primera en sintetizarse 

como respuesta a un estimulo antigénico antes que la IgG. Su 
PM es de 900,000, su concentración en plasma es · de 40-280mg /dl, 
su vida media es de 5 dfas, presenta un 15 % de carbohidratos, 

su coeficiente 
troforética es 

de sedimentación es de 195, 
rápida (9). 

~~ 
C. lgM 

(PENTAMERO) 

J ) EL SI STE MA DEL COMP LEM ENTO 

su movilidad elec-

El com plement o es un sistema de moléculas protéicas cuya in
terac~ión secuencial produc e efectos biológicos sobre la super

ficie de las membranas, sobre la futura co nducta celular y so
bre la interacción de otras proteínas . Como mfnimo circu l an 

11 protefnas diferentes en el plasma norm al, todas ellas inac

tivas por s! mismas pero destinadas a juga r un papel especffi -
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I) INHUNOGLOBULINA I (lgH).-

Es la primera inmunoglobulina producida por la respuesta inmune,
se sintetiza en su mayor parte en el bazo y tiene una importan-
cia vital en la defensa contra bacteremias y septicemias. La
lgM es la fijadora del complemento más eficiente, debido a su
estructura espacial pentámero con 10 terminaciones o valencias
uniendose fuertemente a: cápsula de neumococos y membrana de
bacilos gram negativos. La lgM no traspasa la barrera placen-
taria, pero en el recién-nacido es la primera en sintetizarse
Como respuesta a un estimulo antigénico antes que la lgG. Su
PM es de 900.000, su concentración en plasma es de 40-280mg/dl,
su vida media es de 5 dias, presenta un 15% de carbohidratos.
su coeficiente de sedimentación es de 195, su movilidad elec-
troforetica es rápida (9). 3

Q?

C.ÍGM '

(PENTAMERO)

J) EL SISTEMA DEL CDHPLEHEITO

Si complemento es un sistema de moléculas protéicas cuya in-
teracción secuencial produce efectos biológicos sobre la super-
ficie de las membranas, sobre la futura conducta celular y so-
bre la interacción de otras proteinas. Como minimo circulan
11 proteinas diferentes en el plasma normal, todas ellas inac-
tivas por si mismas pero destinadas a jugar un papel especifi-
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co cuando se ha in c ia do l a sec uencia de la act iva c i ón . Esta 
puede empezar por medio de reac cio nes anti geno -ant icu e rpo IgG 
ó IgM, ó después de un contacto con la IgA agre ga da, co n cier 
tos pol i sacAridos o lipopolisAca ridos que se ha lla n en l a natu 
raleza ó con productos de activa c i ~ n de sist emas de l a coagula -
ción (9). 

Estas acciones reciprocas conducen a la generació n de l a acti
vidad bioló g ica. Las secuelas biológica s de la act i vació n de 
es t e sistema fluctQan de s de la lisis de un espectr o de di fe ren
tes clases de células, bacteria y virus, ha sta la media c ión di
recta de los procesos inflamatorios. AdemA ? . el complemento 
esta capacitado para reclutar otros si stema s efectore s ora-
les y celulares y conseguir la parti c ipación de ello s , indu
ciendo la liberación de histamina de las células cebadas, la 
emigración dirigida de los leucocitos , la fagocitosis y la li
beración de los constituyentes lis osóm i co s de los fagocit os. 

K) COMPLEMENTO 3 (C3).-

El C3 es un componente del complement o de naturaleza protéica 
y que al igual que los demAs comp onent es C1-C9 rea cci ona com o 
una cadena enzimAtica secuencial que cul mina finalmente en una 
respuest a i nflamatoria. El C3 es una 81-globulina, co n un PM 
de 180,000, es termoestable cuya estructura está formada por 
2 cadenas polipetid i cas (o< -o< 1) y B l i gadas por uni one s di
su l fu r o; se encuentra en suero fres co co mo globulin a C381 C y 
en for ma e spo nt áne a por enve j ecimient o se transform a en una 
g l obufi ri a i nactiv a CB1A ( 7S). El C3 por acció n de la co nve r ta 
s a se f r agme nta en 2: C3b y C3a en la vi a c lAsi ca del comp l e
mento ( 36 ). 
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co cuando se ha inciado la secuencia de la activación. Esta
puede empezar por medio de reacciones antígeno-anticuerpo lgG
ó IgM. ó después de un contacto con la lgA agregada, con cier-
tos polìsacáridos o lipopolisacaridos que se hallan en la natu-
raleza ó con productos de activación de sistemas de la coagula-
ción (9).

Estas acciones recíprocas conducen a la generación de la acti-
vidad biológica. Las secuelas biológicas de la activación de
este sistema fluctúan desde la lisis de un espectro de diferen-
tes clases de células, bacteria y virus, hasta la mediación di-
recta de los procesos inflamatorios. Además, el complemento
esta capacitado para reclutar otros sistemas efectores Illora-
les y celulares y conseguir la participación de ellos. indu-
ciendo la liberación de histamina de las células cebadas, la
emigración dirigida de los leucocitos, la fagocltosis y la li-
beración de los constituyentes lisosómicos de los fagocitos.

K) COIPLEIEITO 3 (C3).-

El C3 es un componente del complemento de naturaleza proteica
y que al igual que los demás componentes C1-C9 reacciona como
una cadena enzimática secuencial que culmina finalmente en una
respuesta inflamatoria. El C3 es una Bi-globulina, con un PM
de 180,000. es termoestable cuya estructura esta formada por
2 cadenas polipetldicas (¢< -«(1) y B ligadas por uniones di-
sulfuro; se encuentra en suero fresco como globulina C3B1C y
en forma espontánea por envejecimiento se transforma en una
globufina inactiva CB1A(7S). El C3 por acción de la cónverta-
sa se fragmenta en 2: C3b y C3a en la vía clásica del comple-
mento (36).
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L) COMPLEMENTO 4 (C4).-

1 7 . 

El C4 es una B1-globul i na con u11 PM 206,000, ,, en este caso el 
CT rompe con un solo enlace peptídico localizado en la cadena 
más grande de las 3 cadenas polipet!dicas de esta molécula, la 
caden a.alfa . Esta reacción conduce a la formación o ge ner ac ión 

de sitio s lábiles de enlace en el fragmento mas grande de C4, 
C4b, que permite que se fije a las ce1u1as ó a las membr anas 
biológicas dura nt e un breve lapso después de la generación. 
C4a es el pequeño pépt id o producido por el desd oblamiento de 
C4 por CT. Su papel biológico aún no ha sid o probado ( 36 ) . 
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L) conritntnio 4 (ca)--

El C4 es una B1-globulina con un PH 206,000,_en este caso el
CT rompe con un solo enlace peptldico localizado en la cadena
mas grande de las 3 cadenas polipetidicas de esta molécula, la
cadena,alfa. Esta reacción conduce a la formación o generacin¬
de sitios labiles de enlace en el fragmento mas grande de C4.
C4b, que permite que se fije a las ceiuias ó a las membranas
biológicas durante un breve lapso después de la generación.
C4a es el pequeño péptido producido por el desdoblamiento de
C4 por CT. Su papel biológico aún no ha sido probado (35),
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18. 

M) IMPORTANCIA CLINICA 

Desde el punto de vista c l fnico, las alte rac i ones en la taza de 
las inmunoglobulinas y complemento con respe cto a los valore s 
de referenc ia obtenidos de una "población normal" se co no cen 
como: DISPROTEINEMIAS Y PARAPROTEINEMIAS. 

Disproteinemias.-

Hipergamaglobulinemia (policlonal) se caracteriza por el aument o 
de IgG, IgA, IgM y se encuentra generalmente en las inflamacio
nes crónicas, enfermedades autoinmunes y otras. 

La gamopatfa policlonal muestra aumento patológico de la frac
c i ón gamma, especialmente en inflamaciones crónicas con reacción 
mesenquimatosa de tipo proliferativo ó fibroso y con prolifera
·Ción de células plasm~ticas: cirrosis hep~tica, brucelosis, hepa
titis crónica, poliartritis cr ónica, endocarditis lenta, linfo
granuloma venereo, sarcoidosis, lepra, septicemia, toxoplasmo
sis, LES, glomer ulon efritis, anemia hemolitica, etc. 

Hipergamaglobulinemia monoclonal.-

Car acte ri sticos del Mieloma ó Plasmocitoma y de la Macroglobuli
nemia de Waldenstrom; l a 1a. esta dada por el aumento de I gG ó 
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H) IMPORTANCIA CLINICA

Desde el punto de vista clinico, las alteraciones en la taza de
las inmunoglobulinas y complemento con respecto a los valores
de referencia obtenidos de una 'población normal' se conocen
como: DISPROTEIIEHIAS Y PARAPROTEINEHIAS.

Disproteinemias.-

Hipergamaglobulinemia (policlonal) se caracteriza por el aumento
de lgG. lgA, lgM y se encuentra generalmente en las inflamacio-
nes crónicas, enfermedades autoinmunes y otras.

La gamopatía policlonal muestra aumento patológico de la frac-
ción gamma, especialmente en inflamaciones crónicas con reacción
mesenquimatosa de tipo proliferativo ó fibroso y con prolifera-
ción de células plasmáticas: cirrosis hepática, brucelosis, hepa
títis crónica, poliartritis crónica, endocarditis lenta, linfo-
granuloma venereo, sarcoidosis, lepra. septicemia, toxoplasmo-
sis, LES, glomerulonefritis, anemia hemolltica, etc.

X _ Q .¿_¡ °<' Aibnmina

Hipergamaglobulinenia monoclonal.-

¿aracterísticos del Mieloma ó Plasmocitoma y de la Macroglobuli-
nemia de Haldenström; la 1a. esta dada por el aumento de IgG ó
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de IgA, mietra s que la 2a . exhibe un i ncremento de ia inmu nogl o
bul ina IgM . 

Paraproteine•ias.-

Las paraproteinemias son aquellas protelnas ton caracteristic as 
fisicoqulmicas diferentes a las de las protelnas normales. En 
la actualidad se sabe que estas no son proteln as anormale s sin o 
que se.encuentran en el organismo en estado normal en muy baJ a 
concentración, las mas importantes son: ertoglobulinas, protef 
na de Bence Janes, paraprote1nemia amiloide, cadenas pesadas. 

Hipogamaglobuline•ia.-

La alteración consiste ~n disminución o incluso ausencia de inmu 
noglobulinas y esto debido a un defecto en la slntesis ó por 
pérdida ó incremento del catabolismo como ocurre en : 
slndrome nefrótico, desnutrición, l eucemia li nfóc itic a crónica, 
sfndrome po stirradiación 6 posterior al uso de drogas citotóxi 

cas. 
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de lgA, mietras que la 2a. exhibe un incremento de ia inmunoglo-
bulina lgM.

Y ' Q ¿Q "¿¡ Albúmina

Paraproteinenias.-

Las paraproteinemias son aquellas proteínas con caracteristicas
fisicoquímicas diferentes a las de las proteinas normales. En
la actualidad se sabe que estas no son proteínas anormales sino
que se'encuentran en el organismo en estado normal en muy baja
concentración, las mas importantes son: crioglobulinas. protei-
na de Bence Jones, paraproteinemia amiloide, cadenas pesadas.

Hipoganaglobulinelia.-

La alteración consiste en disminución o incluso ausencia de inmu
noglobulinas y esto debido a un defecto en la síntesis ó por
pérdida ó incremento del catabolismo como ocurre en:
sindrome nefrótico. desnutrición. leucemia linfócitica crónica,
sindrome postirradiación ó posterior al uso de drogas citotóxi-
cas.
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Padecimientos con alterac iOn en el complemento. -

Las anorm alidades en la concentración sérica de complement o 
esta asociada a procesos patológicos y se deben a: ENFERMEDADE S 
ADQUIRIDAS Y ENFERMEDADES CONGENITAS. 

Vfa clAsica: LES, artritis reumatoide, sfndrome shock hemo
rrAgico, sfndrome nefrótico, asma bronqui al, 
urticaria idiopAtica, deficiencia alfa 1antitrip
sina, anemia hemolftica autoinmune, leucemia, 
enfermedad del suero y cAncer. 

Via alterna: glomerulonefritis, LES, aytritis reumatoide, 
dengue, bacteremia gram negativa, hemoglobinuria, 
penfigo bulgaris y dermatitis herpetiformis. 

N) REACCIONES ANTIGENO-ANTICUERPO 

Existen innumerables anticuerpos capaces d~ reaccionar especf
ficamente con innumerables antl geno s. Los resultad os de la s 
reacciones Ag-Ac, no obsta nte, caen dentro de relativamente 
pocos ti pos o cJtegorias. Estos efectos se derivan de las ca 
racterf sticas fi sicas y espaciales de la molécula de antig eno, 
y de las propiedades ff sicas y bi ológicas de la molécula de 
anticuerpo. Puede sacarse provecho en e l laboratorio de estas 
propiedades para crear puntos finales de reacción rapidamen te 
detectables para estudios i n vitro (8). 

Los anticuerpos son protefnas hidrosolubles, pero pueden unir 
se o ser unidos a membranas u otras superfici es. Puede n ser 
incorporados a medios sólidos o semi sólidos. Pueden marcarse 
con marcadores radiactivos, fluoresc entes o con gran densidad 
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Padecimientos con alteración en el complemento.-

Las anormalidades en la concentración sérica de complemento
esta asociada a procesos patológicos y se deben az ENFERMEDADES
ADQUIRIDAS Y ENFERMEDADES CONGENITÄS.

Via clasica: LES. artritis reumatoide, sindrome shock hemo-
rrágico. sindrome nefrotico, asma bronquial,
urticaria idiopática, deficiencia alfa1antitrip-
sina, anemia hemolltica autoinmune, leucemia,
enfermedad del suero y cancer.

Via alterna: glomerulonefritis, LES, artritis reumatoide,
dengue, bacteremia gram negativa, hemoglobinuria,
penfigo bulgaris y dermatitis herpetiformis.

I) REACCIONES AITIGEIO-AITICUERPO

Existen innumerables anticuerpos capaces de reaccionar especí-
ficamente con innumerables antígenos. Los resultados de las
reacciones Ag-Ac, no obstante, caen dentro de relativamente
pocos tipos o categorias. Estos efectos se derivan de las ca-
racteristicas fisicas y espaciales de la molécula de antígeno.
y de las propiedades físicas y biológicas de la molécula de
anticuerpo. Puede sacarse provecho en el laboratorio de estas
propiedades para crear puntos finales de reacción rapidamente
detectables para estudios in vitro (8).

Los anticuerpos son proteinas hidrosolubles, pero pueden unir-
se o ser unidos a membranas u otras superficies. Pueden ser
incorporados a medios sólidos o semisólidos. Pueden marcarse
con marcadores radiactivos, fluorescentes o con gran densidad
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de elec t r one s . En f orma purificada pu eden serv ir como ant i ge
nos para inducir la forma ción de sueros antinmunoglobulina si 
se intr oducen en un huésp ed no hum an o. Lo s antíg en os se pre 
sentan en muy variad as formas: protefna, carbohi drato, lipopro
te fna o li p opol i sac~r idos; so l uble o particulado; isotópicamente 
inherente o marcado .co n elementos radiact i vos; unido a membr anas 
ó partf cu las ó existiendo independientemente en forma de ~olécu
las gra ndes o pequeña s. Las ceracter!sticas del antf geno y del 
anticuerpo determinan la forma f!sica en que tendra lugar la 
reacció n ant ! gen o- ant icuerpo (8). 

Los punto s finales visibles mas utilizados en las pruebas del 
lab or ato ri o incluyen la precfpitación, aglutinac ió n, formación 
de inmunocomplejos e iniciación o inhibición de actividade s 
biológicas (8). 

Ñ) AIHISUEROS 

El antisuero monoespec!fico que se aplica-e~ turbidimetría y ne 
felometría se puede adquirir de diversas casas comerciales. La 
calidad en conjunto, y la variabilidad entre los lotes de penderá, 
desde luego, de la fuente de origen. Ya sea que el antisuero 
se compre o se prepare en el laboratorio debe establece r se un 
proced i miento para control de titulo y especificidad de lotes 
nue vo s de material, ya que a·mbos factores pueden inf luir marca
damente en el rendimiento del método. Un antisuero libre de 11-
pidos provee resultados aceptables. Para reacciones m~s sensi
bles , en la s que el blanco del antisuero debe ser los m~s baj o 
posible, es rec omendable la utilización de ant i suero correspon
diente a la fracción gammaglobulina ( 6 ). 

Los antisueros elaborados y proporcionados por la Química Hoechst 
normales (N) contra las seroprote!nas humanas son sueros de or i gen 
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de electrones. En forma purificada pueden servir como antíge-
nos para inducir la formación de sueros antinmunoglobulina si
se introducen en un huésped no humano. Los antígenos se pre-
sentan en muy variadas formas: proteina, carbohidrato, lipopro-
teina o lipopolisacáridos; soluble o particulado; isotópicamente
inherente o marcado con elementos radiactivos; unido a membranas
ó particulas ó existiendo independientemente en forma de molécu-
las grandes o pequeñas. Las caracteristicas del antígeno y del
anticuerpo determinan la forma fisica en que tendra lugar la
reacción antígeno-anticuerpo (3)-

Los puntos finales visibles mas utilizados en las pruebas del
laboratorio incluyen la precipitación, aglutinación, formación
de inmunocomplejos e iniciación o inhibición de actividades
biológicas (8).

Ñ) AITISUEROS

El antisuero monoespecifico que se aplica en turbidimetria y ne-
felometria se puede adquirir de diversas casas comerciales. La
calidad en conjunto, y la variabilidad entre los lotes dependerá.
desde luego, de la fuente de origen. Ya sea que el antisuero
se compre o se prepare en el laboratorio debe establecerse un
procedimiento para control de titulo y especificidad de lotes
nuevos de material, ya que ambos factores pueden influir marca-
damente en el rendimiento del método. Un antisuero libre de li-
pidos provee resultados aceptables. Para reacciones mas sensi-
bles, en las que el blanco del antisuero debe ser los más bajo
posible, es recomendable la utilización de antisuero correspon-
diente a la fracción gammaglobulina (6)-

Los antisueros elaborados y proporcionados por la Quimica Hoechst
normales (N) contra las seroproteinas humanas son sueros de origen
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animal y se obtienen mediante inmunización de conejos con las 
seroproteinas humanas correspondientes. Los anticuerpos ines
pec1ficos se eliminan con fracciones proteicas ligadas a un 
sustrato (inmunoadsorción de la fase fija). El conten i do de 
anticuerpos y la especificidad de los antisueros se calibran, 
después de un examen especial, de tal modo que quede garanti
za da una adecuación 6ptima de su empleo en los nefelómetros de 
Behringwerke. Los antisueros son utilizables también en la 
mayoria de las otras técnicas inmunoquimicas de precipitación. 

Los titulas de los anticuerpos se obtienen por inmunodifusión 
radial simple y estan impresos en las etiquetas de los frascos. 
Estos titulas expresan cuantos Ul (ó g) de 1ml (ó 1) del anti
suero correspondiente precipitan en un gel de agarosa (conteni
do de agarosa aprox. 10mg/ml). Por un procedimiento de esta
bilización especial se separan las prote1nas séricas l~biles 

de los antisueros. tas contaminaciones microbianas son exclui
das en gran parte por filtración estéril y adición de agentes 
de conservación. Estos son: azida sódica (max. 1g / l), p-etil
mercurio-mercapto-benzol-sulfonato de sodio (max. 0.1g/l ) . 

Los anti sueros ·N conservados entre +2 y +8°C son estables hasta 
la fecha indicada como caducidad (exp)ración) siempre que se 
pueda evitar 1 a contaminación. Los anti sueros N siguiente s 
estan aprobados por el Instituto Paul-Ehrlich, Organismo Fe de-

ral de Sueros y Vacunas (Alemania); 
Anti suero N de cone j o contra la IgG humana/cadena gamma 

Anti suer o N de conejo contra la IgA humana / cadena alfa 

An..t i .suer o N de conejo contra 1 a IgM humana/cadena mu 

Anti suer o N de conej o contra 1 a C3 humana 

Anti suer o N de conejo contra 1 a C4 humana 
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animal y se obtienen mediante inmunización de conejos con las
seroproteinas humanas correspondientes. Los anticuerpos ines-
pecificos se eliminan con fracciones proteicas ligadas a un
sustrato (inmunoadsorción de la fase fija). El contenido de
anticuerpos y la especificidad de los antisueros se calibran,
después de un examen especial, de tal modo que quede garanti-
zada una adecuación óptima de su empleo en los nefelómetros de
Behringwerke. Los antisueros son utilizables también en la
mayoria de las otras tecnicas inmunoqulmicas de precipitación.

Los titulos de los anticuerpos se obtienen por inmunodifusión
radial simple y estan impresos en las etiquetas de los frascos.
Estos titulos expresan cuantos Ul (ó g) de iml (ó l) del anti-
suero correspondiente precipitan en un gel de agarosa (conteni-
do de agarosa aprox. 10mg/ml). Por un procedimiento de esta-
bilización especial se separan las proteinas sericas labiles
de los antisueros. tas contaminaciones microbianas son exclui-
das en gran parte por filtración estéril y adición de agentes
de conservación. Estos son: azida sódica (max. 1g/l), p-etil-
mercurio-mercapto-benzol-sulfonato de sodio (max. 0.ig/1).

l oLos antisueros'N conservados entre +2 y +8 C son estables hasta
la fecha indicada como caducidad (expiración) siempre que se
pueda evitar la contaminación. Los antisueros N siguientes
estan aprobados por el Instituto Paul-Ehrlich, Organismo Fede-
ral de Sueros y Vacunas (Alemania);

Antisuero
Antisuero
Aniisuero
Antisuero
Antisuero

de
de
de
de
de

conejo
conejo
conejo
conejo
conejo

contra
contra
contra
contra
contra

la lgG humana/cadena gamma
la lgA humana/cadena alfa
la lgM humana/cadena mu
la C3 humana
la C4 humana
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O) ESTANDARIZACION 

La variabilidad de los resultados de los métodos turbidimétri cos 

y nefelométricos en el an~lisis cuantitativo de proteinas .por 

métodos inmunoqu!mi~os, se debe principalmente a 2 factores: 
el material de referencia y la preparación del antisuero. Con ,. 
el fi n de evitar diferencia con los diferentes sueros calibrado-
res o de referencia en el mercado (Behring,Hyland, Beckman etc. ) , 

se lleg o a un acuerdo con la O.M.S. y con la Interna tiona l Refe
rence Preparation far Serum Immunoglobulins y para mantener una 
!!nea de constancia intralaboratorial o interlaboratorial, deb e 
asegurarse un suministro co nfiable de material de referencia y 
antisuero, de calidad uniforme, preparandolos uno mismo o me
diante un arreglo con el proveed or para que ~roporcione siempre 

el mismo tipo de material autorizado (6). 

El Std: ( standar) de referencia de la Qu!mica Hoechst es una mez 
cla de sueros de adultos sanos q~e tiene -un Gontrol de calidad 
c.v. 2%. Una comparación de los standar preparados internaciona! 
mente con las prote!nas standar de Behringwerke dió , en la inmu 
nodifusión radial, la siguiente relación en tre las concen tra c í o-
1es indica das por Behríngwerke (mg/dl ó g/l) y las unidades i n-
ternacionales 

IgG 1mg 
IgA 1mg 
IgM 1mg 

C3 1mg 

(U l / m 1): 

11. 5 Ul Transferrína 1mg 

59.5 u 1 Albumina 1mg 

11 5 u 1 Ceruloplasmína 1mg 

128 u 1 C4 
Alfa 1-antitripsina 1mg 

Alfa 2-macroglobulina 1mg 

1mg 

42 Ul 

320 Ul 

= 35 Ul 

= 2.5 Ul 

32.0 Ul 
320 Ul 

Los agentes de conservación son los mismos empleados en los an
tisueros. Los sueros standar se conservan entre +2 y +8°c. 

La variabilidad de los resultados de los métodos turbidimétricos
y nefelométricos en el analisis cuantitativo de proteinas por

0) ESTANDARIZACION

métodos inmunoquímicos, se debe principalmente a 2 factores:
el material de referencia y la preparación del antisuero. Con
el fin de evitar diferencia con los diferentes sueros cafibrado-
res o de referencia en el mercado (Behring,Hyland. Beckman etc l
se llego a un acuerdo con la 0.M.S. y con la International Re -
rence Preparation for Serum Immunoglobulins y para mantener una
linea de constancia intralaboratorial o interlaboratorial, debe
asegurarse un suministro confiable de material de referencia y
antisuero. de calidad uniforme. preparandolos uno mismo o me-
diante un arreglo con el proveedor para que proporcione siempre
el mismo tipo de material autorizado (6).

El Std: (standar) de referencia de la Química Hoechst es una mez
cla de sueros de adultos sanos que tiene un control de calidad
c.v. 2%. Una comparación de los standar preparados internac1ona_
mente con las proteinas standar de Behringwerke dió, en la inmu-
nodifusión radial, la siguiente relación entre las concentracio-
nes indicadas por Behringwerke (mg/dl ó g/1) y las unidades in-
ternacionales (Ul/ml):

lgG 1mg =
lgA img =
IgM 1mg =
C3 img =

Los agentes de
tisueros. Los

11.5 Ul Transferrina img
59.5 Ul Albumina img
115 ul Ceruloplasmina 1mg
128 U1 C4 1

Alfaï-antltripsina img
Alfaz-macroglobulina 1mg

conservación son los mismos
sueros standar se conservan

empleados en los an-

42 U1

320 Ul

me

35 U1

2.5 U1
32,0 ui
320 ui

entre +2 y +8°C.
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en t re +2 y +8° , ~s estable durante una semana. Du r ante este 
tiempo la solución sól o podrá ser reutilizada si los frascos se 
han mantenido hermeticamente cerrados. 

La Calibración.-

En el laboratorio clfnico es usual calcular la concentrac~6n de 
una substancia de una muestra desconocida relacionada con la con
centra c ión de un standar de referencia, realizando una curva de 
calibra c ión (28). 

Una curva de cal~bración nos senala: linearidad de la reacción, 
l[mites de sensibilid cd de la metodolog1a. y limite de confiab i 
lidad. 

La reacción antfgeno-anticuerpo no es lineal, es una curva Gau
ssiana, matem~ticamente ésta puede ser linealizable para que con . 
un solo punto llevar a cabo la calibración. 

H MEC 2 (I - AC) 

I + (E - A) C 

*AEM constantes para cada lote 
de antisuero 

Los parámetros: 3 constantes matemáticas A, E, M. Es t as cosn t an
tes definen el ti po de curva para un lote de antisuero en pa r t i 
cular y que es us ado por microprocesador para conver ti r el va l or 
del pi co (H) de la muestra desconocida a una concentración (C ) . 
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entre +2 y +80, es estable durante una semana. Durante este
tiempo la solución sólo podrá ser reutilizada si los frascos se
han mantenido hermeticamente cerrados.

La Calibración.-

En el laboratorio clinico es usual calcular la concentración de
una substancia de una muestra desconocida relacionada con la con-
centración de un standar de referencia, realizando una curva de
calibración (28).

Una curva de calibración nos señala: linearidad de la reacción,
limites de sensibilidad de la metodología, y límite de confiabi-
lidad.

La reacción antígeno-anticuerpo no es lineal, es una curva Gau-
ssiana, matemáticamente ésta puede ser linealizable para que con
un solo punto llevar a cabo la calibración.

H _ MEC2 (I - AC) *AEH = constantes para cada lote
'í de antisuero

I + (E - A) C

Los parametros: 3 constantes matematicas A, E, H. Estas cosntan-
tes definen el tipo de curva para un lote de antisuero en parti-
cular y que es usado por microprocesador para convertir el valor
del pico (H) de la muestra desconocida a una concentración (C).
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P) REACCION DE PRECIPITACION 

El antígeno y el anticuerpo solubles son i nvisibles en un medio 
líquido cuando reaccionan entre sí, las moléculas entrelazadas 
f orman un complejo tridimensional .que a menudo prec ipita en 
forma de masa visible e insoluble. La precipitación de un com
plejo Ag-Ac depende de la proporción entre ambo s componentes, 
Si esta es óptima, las moléculas de Ag -y de Ac se equilibran 
completamente, y el precipitado resultante contien e todas las 
moléculas previamente disueltas, obteniendose el punto de equi
valencia (5). 

Cuando el anticuerpo esta en exceso, los complejos prec ipitados 
insolubles to nt ie nen todo el antígeno disponible, pero permanece 
en el medio cier ta cantidad de anti cuerpo si n reaccionar. Si 
hay un exceso de antí geno, estos complejos Ag-Ac formados tieA 
den a permanecer en solución. Como no hay precipitados visi
bles, es difícil detectar s i ha tenido lugar ó no la reacción. 

Cuando la si mple reacción de precipitación ya mencionada ante
riorme nt e se rep ite de manera mas refin ada, se puede obtener 
mucha i nf orm~~ión r elat iva a las características físicas de los 
anticuerpos y sus reaccio nes co n los antígenos. Se coloca una 
ca ntidad mediada de anticuerpo de conejo en una serie de tubos 
de ensayo y se añaden cantidades variables de antí ge no, se mez 
clan y se dej an reacc ionar. Se forma un precipitad o en varios 
de los tubos el cual se puede cua ntif icar por algun o de los mé 
t odos inmun oquímicos como Turbidimetría, Nefelome t ría e I nmun o
difus~~ Radial . Se obtiene una curva semejante a la siguiente : 
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P) REACCIOI DE PRECIPITACIOI

El antígeno y el anticuerpo solubles son invisibles en un medio
liquido cuando reaccionan entre si, las moleculas entrelazadas
forman un complejo tridimensional que a menudo precipita en
forma de masa visible e insoluble. La precipitación de un com-
plejo Ag-Ac depende de la proporción entre ambos componentes.
Si esta es óptima, las moléculas de Ag-y de Ac se equilibran
completamente, y el precipitado resultante contiene todas las
moléculas previamente disueltas. obteniendose el punto de equi-
valencia (5).

Cuando el anticuerpo esta en exceso, los complejos precipitados
insolubles contienen todo el antígeno disponible. pero permanece
en el medio cierta cantidad de anticuerpo sin reaccionar. Si
hay un exceso de antígeno, estos complejos Ag-Ac formados tien-
den a permanecer en solución. Como no hay precipitados visi-
bles, es dificil detectar si ha tenido lugar ó no la reacción.

Cuando la simple reacción de precipitación ya mencionada ante-
riormente se repite de manera mas refinada, se puede obtener
mucha información relativa a las caracteristicas fisicas de los
anticuerpos y sus reacciones con los antígenos. Se coloca una
cantidad mediada de anticuerpo de conejo en una serie de tubos
de ensayo y se añaden cantidades variables de antígeno, se mez-
clan y se dejan reaccionar. Se forma un precipitado en varios
de los tubos el cual se puede cuantificar por alguno de los me-
todos inmunoquimicos como Turbidimetrla, Nefelometria e inmuno-
difusión Radial. Se obtiene una curva semejante a la siguiente:
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Inicialmente no hay formación de precipitado. Si se prueba la 
fas~ lfquida de esta mezcla se observa: 

1.- Una zona de exceso de anticuerpo, en ,, la cual se en cue n
tra presente anticuerpo sin combinar . 

2.- Una zona de equivalencia, en la cual tanto el Ag com o 
el Ac estan completa ment e precipitados y no se encuentran pr e 
sentes ni antfgeno ni anticuerpo sin c~rnbinar. En esta zona 
hay también una fijación máxima del coLplemento. 

3.- Una zona de exceso de ant1geno, en la cual todo el an
ticuerpo se ha combinado con el ant1geno y existe un ant1ge no 
adicional no combinado. En esta zona la precipitaci ón está 
pa r cial o completamente inhibida, porque en prese~ci a de un 
exceso de antfgeno se forman complejos solubles de Ag-A c . 

La precipitación de complejos Ag -A c puede ser cambiada por al 
teraciones en la t emperatura, pH, y concentración iónica. Los 

Ag protéic os de PM 40-160X1 03daltons, pueden dar curvas de pre 
cipitación con má x imos afilados en la zona de equivalencia. 
Los ant[genos como las prote[nas desnaturalizadas, algunos vi 

rus y los polisacáridos, por ejemplo dan curvas amplias cuando 
reaccionan con el anticuerpo especific o . Otros ant[genos pue
den tener carga excesiva en su superficie y ser dif[ciles de 
precipitar. 
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Inicialmente no hay formación de precipitado. Si se prueba la
fase líquida de esta mezcla se observa:

1.- Una zona de exceso de anticuerpo, enbla cual se encuen-
tra presente anticuerpo sin combinar.

2.- Una zona de equivalencia, en la cual tanto el Ag como
el Ac estan completamente precipitados y no Se encuentran pre-
sentes ni antígeno ni anticuerpo sin combinar. En esta zona
hay también una fijación maxima del complemento.

3.- Una zona de exceso de antígeno, en la cual todo el an-
ticuerpo se ha combinado con el antígeno y existe un antígeno
adicional no combinado. En esta zona la precipitación esta
parcial o completamente inhibida, porque en presencia de un
exceso de antígeno se forman complejos solubles de Ag-Ac.

La precipitación de complejos Ag-Ac puede ser cambiada por al-
teraciones en la temperatura, pH. y concentración iónica. Los
Ag protéicos de PM 40-160X1D3daltons, pueden dar curvas de pre-
cipitación con máximos afilados en la zona de equivalencia.
Los antígenos como las proteínas desnaturalizadas, algunos vi-
rus y los polisacáridos, por ejemplo dan curvas amplias cuando
reaccionan con el anticuerpo específico. Otros antígenos pue-
den tener carga excesiva en su superficie y ser difíciles de
precipitar.
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Q) TURBIDIMETRIA 

El principio de reacción entre ant!geno (Ag) y anticuerpo (Ac), 
para turbidimetr!a y nefelometr!a de punto final se cumple en 
3 eUpas (6). 

( 1 ) Ag + Ac 

k2 
(2) Ac + Ag + Ac Ag :;;:::::::::-Ac + Ac 'Ag. ' y X y X 

,, Jf ,_, 
( 3) Ac "Ag " y X 

(precipitado) 

En esta rea cció n , k1es mucho mayor a k2 y k2 es mucho mayor 
que k3 , y Ac ,, Agv, Ac,,'Agx' , y Ac "Ag ... representan agregados 

, .. J y X 

de tamaño creciente, Ambas etapas, la 1 y 2 de la reacción, 
son imp orta ntes para la turbidimetr!a y nefelometria. 

Con un exceso de anticuerpo, el antígeno reacciona durante la 
1a . fase, produciendo un grupo relativamente homogéneo de com
plejos pequeños. La unión cruzada de estos comp le jo s aumenta 
la heterogeneidad del.grupo y provoca un increment o en la dis.
pe rsión lumin osa tota l medida. La cantidad y heterogeneidad 
de los complejos formados dependen de la relación con Ag - Ac . 
La relación entre conc~ntración y dispersión luminosa es una 
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Q) runsioincrnin

El principio de reacción entre antígeno (Ag) y anticuerpo (Ac)
para turbidimetría y nefelometria de punto final se cumple en
3 etapas (6).

k
(1) Ag + Ac `__-b_*AgXAcy + Ac + Ag

k -1

K .(2) Ac+Ag+Ac Ag -2--Ac+Ac 'Ag'
_Y X1--III: y X

“-2
ka “-3

(3) ^cynAgXn

(precipitado)

En esta reacción, k¡es mucho mayor a kz y kz es mucho mayor
gue ka, y Ac"Ag,. Ac 'AgX', y Ac "Agx" representan agregadosY Y
de tamaño creciente, Ambas etapas, la l y 2 de la reacción,
son importantes para la turbidimetría y nefelometría.

Con un exceso de anticuerpo, el antígeno reacciona durante la
la. fase, produciendo un grupo relativamente homogéneo de com-
plejos pequeños. La unión cruzada de estos complejos aumenta
la heterogeneidad del grupo y provoca un incremento en la dis-
persión luminosa total medida. La cantidad y heterogeneidad
de los complejos formados dependen de la relación con Ag-Ac.
La relación entre concentración y dispersión luminosa es una
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curva li nea 1 en l a mayoría de los casos . L d co 11 c ..: nL r·.i c 1 ón OE: 

ant!geno de las mue s tr as desco nocidas, se halla comp ara ndo s u 

dispersió n luminosa r elat i va, co n l a de una mue s tr a cte r e fe r en 
c ia. 

Las med i cio nes tu r ~i dimétricas son aceptables s iempre que el 

número de partículas y su t amaño e stén en un int e rval o e~tre ch o . 

Una luz de intensidad alta ó muy baja no hab rá de incid ir en e l 

f otod etector, pu es er r ores en e l instrument o aum e nt aría n ot r os 
errores en la medición ( 6 ) . 

La técnica de turbidimetría combin a 2 metodolog!as: 

a ) inmun op reci pita c ió n b) turbi dimet r! a 

a) Inmunoprecipitación.-

El ant isue r o especifico en solución, reacciona co n e l antlgenc 

(del súero ) , pa ra forma r el comp l ej o Ag - Ac de la soluc16 n , i: 

cual pr ovoca dicha turbidez . 

Porcenta je 
• 1 . de 

Prec ipitac10n 

b ) Tu r bidi metría.-

A 

1 ' 
1 Zona de · 
1 Equi•olenc•ci; 
1 :Z-• 

e 

Exceso de 
f AnlÍC9eft0 

e 
mq de ont;qefto oñodido 

La s medidas de enturbiamiento pu ede n efec~uarse en c u a lqc ie~ 

fotómetro o es pectr ofo t ómetro . El aná l i si s fotométr i co :ons i s 

te en agregar, a una solución desconoc i da, un reactivo de com

posició n tal qu e la reacc ió n que se pr oduz ca forme una moléc u

la 6 un ag regado con color carac~erlst ico , siempre que ex ista 
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curva lineal en la mayoría de los casos. La concenivuiion de
antígeno de las muestras desconocidas, se halla comparando su
dispersión luminosa relativa, con la de una muestra de referen-
C15.

Las mediciones turbidimétricas son aceptables siempre que el
número de particulas y su tamaño estén en un intervalo estrecho
Una luz de intensidad alta ó muy baja no habra de incidir en el
fotodetector, pues errores en el instrumento aumentarían otros
errores en la medición (6).

La técnica de turbidimetría combina 2 metodologías:
a) inmunoprecipitación b) turbidimetria

a) Inmunoprecipitación.-

El antisuero específico en solución, reacciona con el antígena
idel süerol, para formar el complejo Ag-Ac de la solución, .
cual provoca dicha turbidez.
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b) Turbidimetría.-

Las medidas de enturbiamiento pueden efectuarse en cualotier
fotómetro o espectrofotómetro. El análisis fotometrico consis-
te en agregar, a una solución desconocida. un reactivo de :om-
posición tal que la reacción que se produzca forme una molécu-
la ó un agregado con color característico, siempre due exista
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una de f inida especie qulmica . La rea cc ión puede utilizarse 

para el análisis cuantitativo, si la intensidad o co nce ntración 
del col or pr oducido es proporcio nal a la conce nt r ación de la 

sustancia que se desea hal:ar . 

El análisi3 espectrofotomét r ico pr oduce una luz de lo ngitud de 
onda determi nada ( co l or ) . En es t e se prese nta un s i stema de 

dob l e lente , el cua l es at r avesado por un haz de l uz y esta es 
dispersada y la dispersió n se hace en fo rm a pr opor c i ona l a la 

lo ng i tud de onda. Deb i do a l prisma , se obtie ne un e spect r o 
brillante e n la sa l ida de l monoc r omador . Esta se r á la lu z que 

atravesará la solució n coloreada que se quie r e obser var ( 4 ) . 
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una definida especie quimica. La reacción puede utilizarse
para el análisis cuantitativo, si la intensidad o concentración
del color producido es proporcional a la concentración de la
sustancia que se desea hallar.

El análisis espectrofotométrico produce una luz de longitud de
onda determinada (color). En este se presenta un sistema de
doble lente, el cual es atravesado por un haz de luz y esta es
dispersada y la dispersión se hace en forma proporcional a la
longitud de onda. Debido al prisma, se obtiene un espectro
brillante en la salida del monocromador. Esta será la luz que
atravesará la solución coloreada que se quiere observar (4).
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Los valores obtenidos pueden estar en forma de A (a bso rban cia) 
ó bien de T% (transmitancia), aunque la pérdida de ' energia 
transmitida a través de la muestra se debe en realidad a la re
flexión y refracción de los rayos energéticos por las partí cu
las, tanto como a fenómenos de absorción real. Según la ley 
Rayleigh, cuando el tamaño de las particulas es inferior a la 
longitud de onda de la energia radiante incidente y l a dispersa 
es directamente proporcional a la 4a. potencia de la longitud 
de onda . La reflexión se hace mAs importante a medida que el 
diAmetro de partrcula va siendo muy superior a la l ongitud de 
onda de la energfa radiante incidente. En la prActica, l a i n
tensidad de la dispersión que una solución turbia efectúa, va
ria, aproximadamente como la inversa de la 2a. potencia de la 
l ong itud de onda. La relación existente entre LogA y Lag'"),. es 
li ne al (4). 

Dado que la sensibLLidad fotométr ica aumenta al d~sminuir la 
l ongitud de onda, se con seguirá may or sensibi lid ad en las téc~ 
nicas turbidimétr icas cua ndo se tr ab aje con luz azul, siempre 
y cuando, el medi o en que esta situada la suspensión sea inco
l oro. En ocasiones, no obstante, se sacri fica hasta cierto 
punto la sensibilidad pa ra min i mizar los efectos de sustancias 
interferentes; as1 por e j emplo, en la pru eba del enturbiamiento 
del timol se utiliza luz roja para minimizar la interferenc i a 
debida a la bi l i r rubina y a la hem oglobi na eventualmente exis 
tentes en la muestra de suero que se analiza. 

La sensibilidad aumenta si las partículas son opacas o muy col o
r eadas . Si el medio de sus pen sió n tie ne color, generalmente se 
obtiene una sensibili dad máxima efectua ndo la lectura a la l on
gitud de onda co rres po ndiente a la transmitancia máxima de l 

medi o (4 ) . 
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Los valores obtenidos pueden estar en forma de A (absorbancia)
6 bien de T% (transmitancla), aunque la pérdida de energia
transmitida a través de la muestra se debe en realidad a la re-
flexión y refracción de los rayos energéticos por las partícu-
las. tanto como a fenómenos de absorción real. Según la ley
Rayleigh, cuando el tamaño de las particulas es inferior a la
longitud de onda de la energia radiante incidente y la dispersa
es directamente proporcional a la da. potencia de la longitud
de onda. La reflexión se hace más importante a medida que el
diámetro de partícula va siendo muy superior a la longitud de
onda de la energia radiante incidente. En la practica, la in-
tensidad de la dispersión que una solución turbia efectúa. va-
ria, aproximadamente como la inversa de la 2a. potencia de la
longitud de onda. La relación existente entre LogA y Log Úk es
lineal (4).

bado que la sensibilidad fotométrica aumenta al disminuir la
longitud de onda, se conseguirá mayor sensibilidad en las téc~
nicas turbidimétricas cuando se trabaje con luz azul, siempre
y cuando, el medio en que esta situada la suspensión sea inco-
loro. En ocasiones, no obstante, se sacrifica hasta cierto
punto Ia sensibilidad para minimizar los efectos de sustancias
interferentes; asi por ejemplo, en la prueba del enturbiamiento
del timol se utiliza luz roja para minimizar la interferencia
debidaƒa la bilirrubina y a la hemoglobina eventualmente exis-
tentes en la muestra de suero que se analiza.

La sensibilidad aumenta si las particulas son opacas o muy colo-
readas. Si el medio de suspensión tiene color, generalmente se
obtiene una sensibilidad máxima efectuando la lectura a la ion-
gitud de onda correspondiente a la transmitancia máxima del
medio (4).
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Dentro de cie rt c i limites, la rela c ión existente cr 1 L r~ A y Id 

concentración de l as part ! cu las sue l e ser lineal µara partícu
las de pequeño tama ño . 

R) Efecto del Polietilengli col.-

El polietilenglicol (P EG ) es un pol!mero com PM rel ati vo de 
6000 a 7500 daltons, e l cual se disuelve para formar suluc1 ones 
verdaderas de igual forma que los solutos de menor PM, tales 
soluciones se forman espontaneamente y son termodinam1came nte 
estables, al igual presentan la capacidad de dispersar la luz O) 

Mediante reacciones de polimerización es posible un1 r , p0r enla 
ces de valencia, un número grande de moléc u(~s de PM r elativ~ 

mente bajo en una molécula única. Tale s mac r omoléculas al an
zan cientos o miles de moléculas combinadas en una forma más 6 
menos repetida . 

De esta forma , el polietilenglicol 6000 ha demostrad o ser act: 
vo en re duci r el volumen en grado equivalente al volumen de ex 

clusión de las cadenas polímeras, aumentando as1 la veloc1dac 
de la reacción ant!geno - anticuerpo . 

Las conc~ntraciones de scritas por A.A . Mih asy J . G. Spenney 
( 1976), muestran que en conce ntraciones de 10 a 100 gr / l de po 
lietilenglicol, la absorbancia mayor del grado de enturbiamient o 
de la reacción ant!geno - anticuerpo se obtiene a una concentra 
ción de 50g/l siem pre y cuando 5ul de un pool de suero humano 

sea di lu ído con 50ul del antisuero 1:5 co mo se observa . En l a 
siguiente gráfica el efecto de la concent ración de PEG durante 

la reacción de precipit ac ió n ( 29 ) . 

il.

Dentro de ciertte limites, la relacion existente ,n-i- A y la
concentración de las particulas suele ser lineal para particu-
las de pequeño tamano.

R) Efecto del Polietìlenglicol.-

El polietilenglicol (PEG) es un polímero com PM relativo de
6000 a 7500 daltons, el cual se disuelve para formar soluciones
verdaderas de igual forma que los solutos de menor PM, tales
soluciones se forman espontaneamente y son termodinamicamente
estaples, al igual presentan la capacidad de disoersar la luz #16,

Mediante reacciones de polimerizacion es posible unir, per en_e-
ces de valencia. un número grande de moléculas de PM relative-
mente bajo en una molécula única. Tales macromoleculas al an-
zan cientos o miles de moléculas combinadas en una forma mas ã
menos repetida.

De esta forma. el polietilenglicol 6000 ha demostrado ser acti-
vo en reducir el volumen en grado equivalente al volumen oe ei-
clusion de las cadenas oolimeras. aumentando asi la velocidad
de la reaccion antígeno-anticuerpo.

Las concentraciones descritas por A.A. Mihasy J. G. Spenney
(19?5), muestran que en concentraciones de 10 a 100 gr/1 -Q (D 'U D

lietilenglicol, la aoscrbancia mayor del grado de enturbiamients
de la reacción antígeno-anticuerpo se obtiene a una concentra-
ción de 509/1 siempre y cuando Sul de un pool de suero numano
sea diluido con 50ul del antisuero 1:5 como se ooserva. En la
siguiente gráfica el efecto de la concentracion de PEG durante
la reacción de precipitación (29).
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E fecto 1e lo vor iaciOn del PEG en la reacc i On di Prec 1p ; t a c i On 

U. Turbi dimetr io 

23456789 
Tiempo (minutos) 

S) Efecto del pH.-

Las re acc i ones de precipitación requieren la presencia de sales 

y el p~ debe estar ce r cano a la neutralidad. El efecto pre sen 
tado a co ntinuación nos muestra los valores del pH medidos bajo 
co nd icio ne s de re acción. El rango varia desde 5.5-8.7. El pH 
7.0 fué elegido para condicio nes óptimas (29). 
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S) Efecto del pH.-

Las reacciones de precipitación requieren la presencia de sales
y el pH debe estar cercano a la neutralidad. El efecto presen-
tado a continuación nos muestra los valores del pH medidos bajo
condiciones de reacción. El rango varia desde 5.5-8.7. El pH
7.0 fué elegido para condiciones óptimas (29).
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Efecto de la variación del pH en la reacción
de precipitación. La turbidez fue medida des-
pués de tres minutos.
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T) Efecto del antisuero.-

La importancia de éste en turbidimetria,radica en el pico de la 
curva de precipitación. Las lecturas deben ser hec has en la 
zona de exceso de anticuerpo, la extensión de la medida del ran
go es cercana a la pendiente de la curva, por consiguiente las 
lecturas deberAn de excluirse de la zona de exceso de antigen o. 

En las siguientes grAficas se muestra la variación de las can
tidades de antisuero anti-IgA durante la reacción de precipi
tación. La grAfica de la izquierda muestra las curvas de pre
cipitación que corresponden a : 7.5ul, 12.5ul y 17.5ul de 10 
muestras de antisuero anti-IgA de cabra diluid o 1:10 , agregado 
a un pool de süeros con volumen de 10 ul. El tiempo de rea c
ción de 3min. En la grAfica de la derecha, las curva s de pre
cipitación corresponden a: 6.7ul, 10.0ul y 13.3ul de 10 mues
tras de antisuero anti-IgA de conejo diluido 1:10 ~gregado al 
pool de sueros con volumen de 20ul. El tiempo de reacción fué 
de 3min (29). 
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T) Efecto del antisuero.-

La importancia de este en turbidimetrla,radica en el pico de la
curva de precipitación. Las lecturas deben ser hechas en la
zona de exceso de anticuerpo, la extensión de la medida del ran-
go es cercana a la pendiente de la curva, por consiguiente las
lecturas deberán de excluirse de la zona de exceso de antigeno.

En las siguientes graficas se muestra la variación de las can-
tidades de antisuero anti-lgA durante la reacción de precipi-
tación. La gráfica de la izquierda muestra las curvas de pre-
cipitación que corresponden a: 7.5ul, 12.5ul y l7.5ul de 10
muestras de antisuero anti-lgA de cabra diluido 1:10, agregado
a un pool de sueros con volumen de 10 ul. El tiempo de reac-
ción de 3min. En la gráfica de la derecha. las curvas de pre-
cipitación corresponden a: 6.7ul, l0.0ul y 13.3ul de 10 mues-
tras de antisuero anti-lgA de conejo diluido 1:10 agregado al
pool de sueros con volumen de 20ul. El tiempo de reacción fue
de 3min (29).
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Ambas cu rvas de pr ecipita c ió n muestra n que los ant1 suero s em 

pleados son lo s óptimos. Si n embar go e stas mue stran la misma 
turbidez en los 2 d i fe r ent es ni veles de ant!ge no , uno e n l a zo

na de exceso de ant icu er po y el ot ro en el ~ rea de e xceso de 
ant í ge no . 

Re sp ecto a l pr o l ongamiento de la cu rv a de precipita ció n , Ae l 

ant is uer o de co nejo anti - Ig A es m ~s favorecid o que el antisuero 
de cabra anti-IgA . 

En las g r ~f i cas sigu i entes se muestra el diferente curso de pa

t rón de pre c i pita c ión e n la zona correspondiente al exceso de 
ant1cuer po ( b ) y el exceso de antlgeno (a ¡ (29). 
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Ambas curvas de precipitación muestran que los antisueros em-
pleados son los óptimos. Sin embargo estas muestran la misma
turbidez en los 2 diferentesniveles de antígeno, uno en la zo-
na de exceso de anticuerpo y el otro en el área de exceso de
antígeno.

Respecto al prolongamiento de la curva de precipitación,`el
antisuero de conejo anti-lgA es más favorecido que el antisuero
de cabra anti-lgA.

En las gráficas siguientes se muestra el diferente curso de pa-
trón de precipitación en la zona correspondiente al exceso de
anticuerpo (b) y ei exceso de antígeno (ai (29).
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U) Reacciones de ponto final.-

Durante 1 a 2hrs. después de i nici arse la reacci6n entre anti
geno y anticue r po , los com plejo s inmunes continúan aumentando 
de tamaño. No obstante, (dls/dtf disminuye en relaci 6n al tiem
po requerido para medir incluso varias mu estras. El tiempo ne
cesario para aL t anzar este "punto final", puede al te rars e var ia n
do la fuerza i6nica, la forma de los i6nes y SLl relaci6n masa / 
carga. y la concentraci6n del polimero en la soluc i6n (6). 

La expresi6n "punto final" se ha de utilizar para describir 
aquellos métodos que emplean una sola determinaci6n de luz dis
persada, a un t i empo luego de iniciarse la reacci6n en que la 
velocidad con que varia la intensidad de la luz dispersada -
(dls/dt) es muy pequeña. 

Métodos cinéticos o_Qi ferenciales se.consideran aquellos que 
utilizan una medida de dls/dt para evaluar la concentraci6n de 
anti geno. 

Los métodos de punto final tienen la ventaja de su simplicidad 
y adaptabilidad. al equipamiento del laboratorio corriente. Una 
muestra representativa de las numerosas aplicaciones que se ham 
descrito, figura en el cuadro #1. Los métodos de punto f inal 
utilizan una única determinaci6n y por lo tanto requieren un a 
se gunda medici6n de la muestra para corregir la tur bidi metri a 
no especifica. AdemAs, a menos que se emplee una cub eta de f lu
jo directo bien diseña da, se puede esperar un error del 2-3 % en 
la medici6 n de la dispersi6n luminosa, debido a la va riaci6n de 

l a posic i6n de las c ubeta~ y al hecho mismo de utilizar distin 
tas cubetas . A causa del grado de manipulaci6n que implican , 
l os métodos man uales de punto final se aplican mejor a un núme 
reducido de muestras. 

* Relaci6n dispersi6n luminosa en re laci6n al tiempo 
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U) Reacciones de punto final.-

Durante 1 a Zhrs. después de iniciarse la reacción entre anti-
geno y anticuerpo, los complejos inmunes continúan aumentando
de tamaño. No obstante, (dis/dtf disminuye en relación al tiem-
po requerido para medir incluso varias muestras. El tiempo ne-
cesario para alcanzar este "punto final", puede alterarse varian-
do la fuerza iónica. la forma de los iónes y su relación masa/
carga, y la concentración del polímero en la solución (6).

La expresión "punto final" se ha de utilizar para describir
aquellos métodos que emplean una sola determinación de luz dis-
persada, a un tiempo luego de iniciarse la reacción en que la
velocidad con que varia la intensidad de la luz dispersada -
(dis/dt) es muy pequeña.

Métodos cinéticos o diferenciales se.consideran aquellos que
utilizan una medida de dis/dt para evaluar la concentración de
antígeno.

Los métodos de punto final tienen la ventaja de su simplicidad
y adaptabilidad al equipamiento del laboratorio corriente. Una
muestra representativa de las numerosas aplicaciones que se han
descrito, figura en el cuadro #1. Los métodos de punto final
utilizan una única determinación y por lo tanto requieren una
segunda medición de la muestra para corregir la turbidimetria
no especifica. Ademas, a menos que se emplee una cubeta de flu-
jo directo bien diseñada, se puede esperar un error del 2-3% en
la medición de la dispersión luminosa, debido a la variación de
la posición de las cubetas y al hecho mismo de utilizar distin-
tas cubetas. A causa del grado de manipulación que implican,
los métodos manuales de punto final se aplican mejor a un núme-
reducido de muestras.

* Relación dispersión luminosa 9" feïöcïófi al ïï9mD0
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CUADRO 1. Métod os turbidimétricos y ne f e lométricos de punt o 
fi na l 

Método 

Transferrina 
Haptoglobina 
IgG, IgA, IgM 

C3 

Liso zim a 
Ce rul op l asmina 

+EM, espectrof otómetro manual; 
tico; NM, nefelómetro manual; 

Apa rat o 

EM 
EM 
EA, AC 

EA 
EM, NM 

NM 

EA, espectrof otó me tro aut omá
AC, analizador ce ntr i f ugo . 

V) Cinética de la reaccion turbidimetrica.-

La variaci ón de l a d isper s ión l umin osa en función del tiem po , 
pued e por lo tant o relacio nar se con l a concentración i ni ci al 

de antlgeno simplemente representando dls/dt en fu nción de l a 
co ncentra ción . El dl / dt de una muestr a desconocida, se pued e s . 
comparar con un ma te rial de refere ncia conocido para obte ner el 

resultad o fi nal . 

La determina c ión ci né tica de re acciones quimicas e i nmu noau!m i 
cas provee venta jas sig nificativas sobre la medición de pu nt o 
fi na l . La de t erminación diferencial elimina las interfere nc i as 

estát ic as y las va riaciones por el uso de cubetas. Es po s i ble 
re a li zar un análisis en se gundos en lugar de horas ó d ías. El 

dls / dt para estas reacciones debe ser dos veces may or que la 
perturbación e le ctró nica inherente al instrumento. Ello s igni 
fica que el titulo y afinidad del antisuero y la concen trac ió n 
del pol!mero s on f actores criticos par a asegurar determin aci o
nes sensibles y prec isas. En el cuadro #2 se indican los mé

todos diferenciales representativos para la concentrac ión y 
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CUADRO 1. getogas turbidimétricos y nefelométricos de punto
ina

Método Aparato

Transferrina EH
Haptoglobina EH
lgG, lgA, IgM EA, Ac
C3 EA
Lisozima EH, NM
Ceruloplasmina NM

+EM, espectrofotómetro manual; EA, espectrofotómetro automá-
tico; NM, nefelómetro manual; AC. analizador centrifugo.

V) Cinética de la reaccion turbidiletrìca.-

La variación de la dispersión luminosa en función del tiempo,
puede por lo tanto relacionarse con la concentración inicial
de antígeno simplemente representando dis/dt en función de la
concentración. El dis/dt de una muestra desconocida, se puede
comparar con un material de referencia conocido para obtener el
resultado final.

La determinación cinética de reacciones químicas e inmunoouimi-
cas provee ventajas significativas sobre la medición de punto
final. La determinación diferencial elimina las interferencias
estáticas y las variaciones por el uso de cubetas. Es posible
realizar un analisis en segundos en lugar de horas ó dias. El
dis/dt para estas reacciones debe ser dos veces mayor que la
perturbación electrónica inherente al instrumento. Ello signi-
fica que el titulo y afinidad del antisuero y la concentración
del polímero son factores crlticos para asegurar determinacio-
nes sensibles y precisas. En el cuadro #2 se indican los me-
todos diferenciales representativos para la concentración y
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cinéticas de inmunoglobulinas, C3 y C4 (6). 

CUADRO 2. Mé tod os cinéticos de tu rbidimetr!a y nefelometr!a 

+AC, 
NA, 

Proteina Aparato 

C3, C4 AC 
IgG, IgA, IgM 
Titulo, avidez del antisuero 

AC, EA, NA 
EFD 

analizador centrífugo; 
nefelómetro automAtico; 

EA, espectrwfotómetro automAtic o; 
EFD, espectrofotómetro de flujo 

detenido 

W) Aplicaciones cllnicas de la turbidimetrla.-

A) En la determinación de inmunoglobulinas IgG, IgA e IgM, 
no obstante, es factible medir proteinas del suero a una concen
tración de 10:100ug/ml como haptoglobina, alfa-antitripsina y 

las inmunoglobulinas anteriormente citadas en muestras de trans
parencia normal. Se pueden utilizar filtros microporos para 
reducir las concentraciones de lipoproteinas (25). 

B} Llevando a cabo una comparación de anticuerpos poli
clo nales y monoclonales de IgG, se ha visto que est os últimos 
no producen complejos de tamano por medición turbidimétrica al 
reaccionar con el antigeno (48). 

C} Por tu r·b idimetrla también es posible medir la canti
dad de protefna C reactiva en suero (47). 

D} Para Ja cuantificación de complemento viral en la fija
ción de anticu2rpos, producto de la velocidad de hemólisis de 
eritrocitos de carnero (cambio en absorbancia a 640nm/min} en 
pr ~ sencia de l comple~ento residual no fijado por la rea cciórr 

Ag - Ac ( 50 }. 
E) En la deteccLón de complemento mediado a células nu

cleadas, el cual se basa en la medición turbidi métrica de sus-
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cinéticas de inmunoglobulinas, C3 y C4 (5)_

CUADRO 2. Métodos cinéticos de turbidimetria y nefelometria

Proteina Aparato

C3. C4 AC
lgG, lgA, lgM AC, EA, NA
Titulo, avidez del antisuero EFD

+AC, analizador centrifugo; Ea, espectrofotómetro automático;
NA, nefelómetro automático; EFD, espectrofotómetro de flujo

detenido

H) Aplicaciones clínicas de la turbídinetria.-

A) En la determinación de inmunoglobulinas lgG, lgA e lgM.
no obstante, es factible medir proteinas del suero a una concen-
tración de 10:100ug/ml como haptoglobina, alfa-antitripsina y
las inmunoglobulinas anteriormente citadas en muestras de trans-
parencía normal. Se pueden utilizar filtros microporos para
reducir las concentraciones de lipoprotelnas (25).

B) Llevando a cabo una comparación de anticuerpos poli-
clonales y monoclonales de lgG, se ha visto que estos últimos
no producen complejos de tamaño por medición turbidimétrica al
reaccionar con el antígeno (48L

C) Por turbidimetria también es posible medir la canti-
dad de proteina C reactiva en suero (47).

D) Para la cuantificación de complemento viral en la fija-
ción de anticuarpos. producto de la velocidad de hemólisis de
eritrocitos de carnero (cambio en absorbancia a 640nm/min) en
presencia del complemento residual no fijado por la reacción
Ag-Ac (50).

E) En la detecctón de complemento mediado a células nu-
cleadas, el cual se basa en la medición turbidimétrica de sus-
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pensiones cel ul ares, este no requiere de ningún material ra
diactivo (45). 

F) En la lisis "in vitre" de plaquetas por adición de 
sustan ci as en altas concentraciones cuantificando la capaci

dad citol itica del anticuerpo. Esto se resume en dos pas os: 
a) fijación de los anticuerpos a la membrana celular 

b) liberación de los componentes extra celulares dependien

tes por daño del complemento (40). 

G) En la medición de la concentración de trasferr ina y 

hierro totales en sue ro. 

H) También, en la medición de la velocidad de precipi 
tación de la rea cció n !lbúmi na-antialbúmina por el cambi o de 
densidad óptica se puede decir, que la precipitación máxim a e s 
directamente prop orcional a la velocidad máxima de la co nce ntra 

ción del antigen o (41 ) . 
I) Finalmente , en la prueba de turbidez de la hepat itis B, 

la cual no solo, se forma por el antigeno HBs-compl ejos inmu
nes (CIC), sino también por co mplejos de interacci ón del ant! 

geno HBs de albúmina polimerizada ( 46 ) . 
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pensiones celulares, este no requiere de ningún material ra-
diactivo (45).

F) En la lisis "in vitro" de plaquetas por adición de
sustancias en altas concentraciones cuantificando la capaci-
dad citolitica del anticuerpo. Esto se resume en dos pasos:

al fijación de los anticuerpos a la membrana celular
b) liberación de los componentes extra celulares dependien-

tes por daño del complemento (40).
G) En la medición de la concentración de trasferrina y

hierro totales en suero.
H) También, en la medición de la velocidad de precipi-

tación de la reacción albúmina-antialbúmina por el cambio de
densidad óptica se puede decir, que la precipitación máxima es
directamente proporcional a la velocidad máxima de la concentra-
ción del antígeno (41).

I) Finalmente. en la prueba de turbidez de la hepatitis B.
la cual no solo, se forma por el antígeno HBs-complejos inmu-
nes (CIC), sino también por comple1os de interacción del antí-
geno HBs de albúmina polimerizada (46),
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X) NEFELOMETRIA . 

La nefelometrfa consiste en la estimación de la cantidad de luz 
dispersada por una s~lución, a un Angulo especifico, o la suma 
de las dispersiones, en un arco dado, alrededor de la solución. 

Todas las referencias posteriores a la expresión luz dispersada 
serAn aplicables tanto a la nefelometria como a la turbidime
tria, puesto que existe una relación directa entre estas técni
cas. 

Este método combina dos metodologias: 
a) ihmunoprecipitación b) nefelometrfa 

a) Inmunoprecípítací6n.-
La reacción de precipitación se lleva a cabo cuando reaccionan 
de manera especifica un antígeno y un anticuerpo, esta reacción 
puede ser dividida en 3 zonas: exceso de anticuerpo, punto de 
equivalencia y exceso de antígeno (28). 

Anticuerpo i 
precipitado 1 

OP TIMO PARA 1 
MEDICION res 

Equivalencia 
Exceso Ac Exceso Ag 

Co ncen trac ió n de ant ig en o 

En l a zona de exc eso de anticuerpo todos l os sitios antigenicos 
estan cubiertos por el· anticuerpo, en el punto de equivalencia 

39.

X) IEFELOHETRIA

La nefelometria consiste en la estimación de la cantidad de luz
dispersada por una solución, a un ángulo especifico, o la suma
de las dispersiones, en un arco dado, alrededor de la solución.

Todas las referencias posteriores a la expresión luz dispersada
seran aplicables tanto a la nefelometria como a la turbidime-
tria, puesto que existe una relación directa entre estas técni-
cas.

Este método combina dos metodologías:
a) inmunoprecipítación b) nefelometría

a) lnnunoprecipitaciôn--
La reacción de precipitación se lleva a cabo cuando reaccionan
de manera especifica un antígeno y un anticuerpo, esta reacción
puede ser dividida en 3 zonas: exceso de anticuerpo. punto de
equivalencia y exceso de antlgeno (23)-

. I Equivalencia
rAnticuerpo Exceso Ac _xceso Ag

precipitado

UPTIMO PARA'
MEDICION I(S

›
Concentración de antígeno

En la zona ie exceso de anticuerpo todos los sitios antlgenicos
estan cubiertos por el-anticuerpo, en el punto de equivalencia
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la concentración de Ag y Ac estan balanceadas y en la zona de 
exceso de Ag, las moléculas de Ag libre permanecen en el sobre
nadante después de que todas las moléculas de anticuerpo reac
cionaron. 

Como puede observarse en la grAfica anterior de "reacción de 
precipitación" la reacción inmunoqulmica decrecera (rama des
cendente) con el incremento en la concentración de ant1 ge no. 

Es por eso que en la nefelometrla automatizada la determinación 
debe hacerse en la rama ascendente ya que en equivalencia y ex
ceso de Ag no hay -relación lineal directa entre la concentra
ción de antlgeno y densidad óptica. 

En la inmunonefelometrla se usa como reactivo un antisuer o po
tente y ópticamente claro al cual se le ha adicionado un colo
rante fluorescente para ser detectado por el sistema óptico. 
En el inmunosistema en el método manual no se requiere de un 
colorante fluorescente como indicador. 

Jaser He-Neón pas o cubeta 
ópt ico 

b) Nefelometria.-

sist. lent es fot o
d i odo 

voltimetr o 
di g i t a l 

La f uente de luz para e l ne f el ómetro l aser , e s un la ser . Hel i o
Neón co n una longi t ud de onda de 632. Bnm. El laser em it id o 
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la concentración de Ag y Ac estan balanceadas y en la zona de
exceso de Ag, las moléculas de Ag libre permanecen en el sobre-
nadante después de que todas las moléculas de anticuerpo reac-
cionaron.

Como puede observarse en la gráfica anterior de "reacción de
precipitación" la reacción inmunoquimica decrecera (rama des-
cendente) con el incremento en la concentración de antígeno.

Es por eso que en la nefelometria automatizada la determinación
debe hacerse en la rama ascendente ya que en equivalencia y ex-
ceso de Ag no hay relación lineal directa entre la concentra-
ción de antígeno y densidad óptica.

En la inmunonefelometrla se usa como reactivo un antisuero po-
tente y ópticamente claro al cual se le ha adicionado un colo-
rante fluorescente para ser detectado por el sistema óptico.
En el inmunosistema en el método manual no se requiere de un
colorante fluorescente como indicador.

fiÉ|1
, i-J.|

laser He-Neón paso cubeta sist. lentes foto- voltimetro
' optico ,- alado aigizai

I!!\v/I

b) Nefelometría.-
La fuente de luz para el nefelómetro laser. es un laser Helio-

n una longitud de onda de 632.8nm. El laser emitido6 C) 3 (1 O
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pasa a través de 2 hendiduras de una entrada óptica y la cel
dilla que contiene l a mezcla para su medida permite que la luz 
seá dispersada. A diferencia del nefelómetro convencional, en el 

cual la luz dispersada en un ángulo de 90° es medida, el nefel ó
metro laser detecta solamente la luz dispersa hacia adelante en 
focada en un fotodet.ector co n un sistema de ler1tes. La señal 
eléctrica del fot odetector es directamente pr oporc i on a l a la in 
tensidad de luz desviada y puede ser medida por medi o de un vol 

tímetro digital (30) . 

El nefelómetro es el sistema óptico empleado para me dir y mo ni to 

rear la cinética de la reacción Ag-Ac ya que al formar se agrega 
dos moleculares provo ca n turbidez de l a solución la cual se medi 
r á como un incremento e n la dispersión de la luz in c iden te . 

El sistem a ICS está acond ic i onad o para que cuan do se di spa re la 
r e ac ció n por adición del anti cu erpo el colorante flu ores cen te in 

c l uído en el reactiv o seá detectado por un dete cto r de fl uor esce n
cia y se active todo el sistema óptico midiend o la dispersi ón. 
La intensidad de la dispersión está en función del tiemp o en la 

reacción Ag-Ac (28). 

Señal de 
d is pe rsión 

OISPERSION vs. TIEMPO 

Tiem po 
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pasa a través de 2 hendiduras de una entrada óptica y la cel-
dilla que contiene la mezcla para su medida permite que la luz
seã dispersada. A diferencia del nefelómetro convencional, en el
cual la luz dispersada en un ángulo de 90° es medida, el nefeló-
metro laser detecta solamente la luz dispersa hacia adelante en-
focada en un fotodetector con un sistema de lentes. La señal
eléctrica del fotodetector es directamente proporcional a la in-
tensidad de luz desviada y puede ser medida por medio de un vol-
timetro digital (30).

El nefelómetro es el sistema óptico empleado para medir y monito-
rear la cinética de la reacción Ag-Ac ya que al formarse agrega-
dos moleculares provocan turbidez de la solución la cual se medi-
ra como un incremento en la dispersión de la luz incidente.

El sistema ICS está acondicionado para que cuando se dispare la
reacción por adición del anticuerpo el colorante fluorescente in-
cluido en el reactivo sea detectado por un detector de fluorescen-
cia y se active todo el sistema óptico midiendo la dispersión.
La intensidad de la dispersión está en función del tiempo en la
reacción Ag-Ac (28).

DISPERSION VS. TIEMPO

Señal de I
dispersión

í
I

Tiempo
te----ey

4
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La medida del cambio de la dispers i ón estA dada por la 1a. 
derivada de la señal nefelométrica, producida por la formación 
de complejos Ag~Ac; la cual coincide con el pico máximo de 
altura que posteriormente decrecerA como puede observarse · en la 
siguiente figura : (28). 

Medida de 
dispersión 

MEDIDA vs TIEMPO 

----------+ Tiempo 

El incremento del pico corresponde a la concentración del an 
tfgeno presente en la muestra; después decrece al entrar en la 
zona de exceso de antfgeno. 

Dependiendo de lo s valores de referencia para cada una de las 
prote1nas plasmát i cas se ha fijado la dilución óptima para su 
determinación por el método res, la cual caerá en e max . para 
evitar errores po r el exceso de antfgeno (35). 

Señ a l del 
pico 

R max. 

Rp 

D I AGRA~A DE DETE CCION DE EXCESO DE ANTIGENO 

Fuera 
-- - ra ngo-

. 1 ·---,---- --- -
1 
1 
1 

e max. Cp 
CONC. DE Ag 
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La medida del cambio de la dispersión esta dada por la ia.
derivada de la señal nefelométrica, producida por la formación
de complejos Ag-Ac; la cual coincide con el pico maximo de
altura que posteriormente decrecerã como puede observarse en la
siguiente figura: (28).

MEDIDA VS TIEMPO

Medida de
dispersión

í--í-+ Tiempo

El incremento del pico corresponde a la concentración del an-
tígeno presente en la muestra; después decrece al entrar en la
zona de exceso de antígeno.

Dependiendo de los valores de referencia para cada una de las
proteinas plasmãticas se ha fijado la dilución óptima para su
determinación por el metodo ICS, la cual caerá en C max. para
evitar errores por el exceso de antígeno (35).

DlAGRA¶A DE DETECCIGN DE EXCESO DE ANTIGENO

Señal del
PÍCO Fuera

R max. ___- __.rang0

É É

¢¬1-A--_J_.

| | | Í | | | |

ma“' CD conc. DE Ag



e max. 
R ma x. 
Cp. 
Rp. 

co ~ c ~n traci ó n máxim a 
señal del pic o produci~ por C max. 
por deba jo de la concentración fisiológica 
señal del pico producido en Cp . 

Detección de e x ces~ de antigeno .-

43. 

Se hacen varias dilu cio nes y al efectuarlas se verá si es pr o
porcional el resultado o bién adicionando mas antf gen o se ve rá 
si reacciona con incremento en la dispersión. 

43.

C max. = concentración máxima
R max. = señal del pico producida por C max.
Cp. = por debaio de la concentración fisiológica
Rp. = señal del pico producido en Cp.

Detección de exceso.de antígeno.-
Se hacen varias diluciones y al efectuarlas se verã si es pro-
porcional el resultado o bién adicionando mas antígeno se vera
si reacciona con incremento en la dispersión.
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III OBJETIVO 

A) Mont aj e y adapta c i ón de un métod o t ur b i d i rn é trico, util i 
zand o lo s mis mos rea cti vos que se emple an en nef e l orne 
trf a, con la ve nt a j a de uti lizar un a pa rat o ópt i co corn o 

el e sp ectrofotó rne t ro co n una f uente de tungsten o para la 
cu ant ific ació n de pr oteinas plasrn~ti cas . 

B) Esta ndariz aci ón de la r eacci ón de i nrnun op r eci p it aci ón 
media nte c inét i ca s de t i empo y de co nce ntraci ón Ag- Ac . 

C) Ev a luación estadf st i ca del mé to do t ur b irnétri co determi

nand o su especifi ci dad, sensibil i dad, i nt e r fe r e ncia y 

precisi ón . 

O) Ob t e ner l os val ore s de ref e re ncia de IgA, Ig G, Ig M, C3 
y C4 de s uer os normale s po r Turb i dirne t r ! a, ~e felometría 

e I nrnun odofusi ón Radial ( I OR) de una població n me xi can a . 

E) Tip ifica c ió n de l tipo de Mi e l oma des pués de su ca r ac t e ri 

za ció n por ele ct r ofo r ésis . 

F) Co rrelac io nar l os va l ores norm ales y anormales obteni dos 
por Turb i dimetrí a, Nef el ome t rfa e I nm un odif usión Radia l 

med i ante mét odos es t ad f s t i cos . 

lll OBJETIÍO

Montaje y adaptación de un método turbidimétrica, utili-
zando los mismos reactivos que se emplean en nefelóme-
tria. con la ventaja de utilizar un aparato óptico como
el espectrofotómetro con una fuente de tungsteno para la
cuantificación de proteinas plasmáticas.

Estandarizaclón de la reacción de inmunoprecioitacion
mediante cinéticas de tiempo y de concentración Ag-A:.

Evaluación estadística del método turbimétrico determi-
nando su especificidad. sensibilidad, interferencia «
precisión.

Obtener los valores de referencia de lgA, lgG. ›-¬ LC: ZZ ra tu

y C4 de sueros normales por Turbidimetria. nefelometria
e Inmunodofusión Radial (IDR) de una población mexicana.

Tipificación del tipo de Mieloma después de su caracteri
zación por electroforesis.

Correlacionar los valores normales y anormales obtenidos
por Turbidimetria, Nefelometria e lnmunodifusión Radial
mediante métodos estadísticos.
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IV

MATERIAL Y METODOS



, yy MATER I AL f ME TODOS 

Se estl:lt!i.aron vario s gru.pos: 

.A) 2 O i n d i v i d u o s d e ambo s se·lfo s y -e d ad de 2 O a 4 O a ñ o s 

sanos, para valores de ref~rencia • 

. 8) 1-0 indiv iduos con diagn6·s·uc:o ·ere Mielom¡¡ Multiple (sue 

~ o anormal). 

·e) 20 i ndividuos -sanos, para su curre! ación con 1 as técn i 

:c a s de Tu r b i di'ríl et r f a , Ne fe l ·o rtiét'r f a e I n mu no d i fu s i 6 n R a -
-d ial ( I DR ) . 

Cjo ) .10 indiv·i-duos s a nos , para conftrr·mar un pool de sueros 

para reat:izar el co ntrol de calidad mediante i ntraen 

s a y o e ",i ·n te r e nsa y o . 

MATERI AL BIOLOG ICO. -

En todos l os casos, las muest r as de t angre se obtuvieron por pun 

ción ven osa cubital en ~yu n as de Bnrs. y en tubos sin anti coagu 

l ant e para la obtención del suáro. t entrifugar 10min a 3000rpm. 

La s in mun ogiobu li na s ( l gG, IgA, -Ig M) y lbs componentes del compl~ 

mento (C3 y C4) , de lo ,s sueros <so n estables por lo menos dur ante 

2 sem ana s s i se 1 es e o n serva 0 a 4 4 °--c , e -l. n de f i n id a rn e.n te a - 7 O 0 e . 
Evitar la congel ación y deseBn:g-'e-!'ac-ió't1 f'ep etida de las muestras. 

iv nxïeaixi Y neiooos

Se estudiaron varios grupos:

Ai 20 individuos de ambos sexos y edad de 20 a 40 años
sanos, para valores de referencia.

B) 10 individuos con diagnóstico de Mieloma Multiple (sue-
ro anormal).

C) 20 individuos-sanos, para su correlación con las técni-
cas de Turbidimetría, Nefelometria e Inmunodifusión Ra-
dial (IDR).

foi 10 individuos sanos, para conformar un pool de sueros
para realizar el control de calidad mediante intraen-
sayo e interensayo.

MATERIAL BIOLOGICO.-

En todos los casos, las muestras de sangre se obtuvieron por pun-
ción venosa cutital en ayunas de 8hrs. y en tubos sin anticoagu-
lante para la obtención del suero. Centrifugar 10min a 3000rpm.

Las inmunoglobulinas (lgG. lgA, 1gM) v los componentes del comple
mento (C3 y C4). de los sueros son estables por lo menos durante
2 semanas si se les conserva a"4°C. e indefinidamente a -70°C.
Evitar la congelación y descongelación repetida de las muestras.



OBTENCION DE LA MUESTRA . 
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TURBIDIMETRIA 

A) FUNDAMENTO.-

El prin cipio de la me dic ión de Turbidimetría e s det e rm inar la 
cantidad de luz bl oqueada por l a ma teria en forma de part!culas 

cua ndo la luz atra viesa la cubeta , c uantifica nd o la re acción 

de inmun op r ec i pitac ión ant!geno-anticuerpo. La cantidad de luz 
blo queada por una suspensión de partrcula s en un a cubeta dep en 

de no so l o del número de particulas presentes sin o también del 
~rea de sección tra nsversal de cad a parti cu l a , es decir, si el 

tam año de la part!cula de los estandare s no es el mism o que el 
tamaño de part!cula en las muestras que se miden, se tendr~n 

er r or es e n las med ici one5 turbidimétrica s . 

B) MUESTRA BIOLOGICA.-

Su er os norma le s y anormales de l os pac iente s en estudi o . 

C) MATERIAL.-

1.- Tu bos de ensayo de IOX?O mm 
2 .- Tubos de en ~a yo de 13X1 00mm 
3.- Pipetas l ine a l e s de 10 ml , 5ml, 2ml, y 1m l . 

4.- Mic r opip et is Clinic on de 50u! y 25ul 
5 . - Micropi pe tas Epe ndorff de 200 ul y 100u l 
6 .- Puntillas para micropip etas Ependorf f de 200ul 

7 . - Pun t illas pa r a rn1 cropipetas Oxf or d Bra nd de 100ul , 50ul y 

25ul 
8 .- ~ a t races af ora dos de 1000ml 
9 . - Ma t race s erl enme ye r de SOOml , 250ml y 100ml 
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TURBIDIHETRIA

A) FUNDAMENTO.-

El principio de la medición de Turbidimetrla es determinar la
cantidad de luz bloqueada por la materia en forma de partículas
cuando la luz atraviesa la cubeta, cuantificando la reacción
de inmunoprecipitación antígeno-anticuerpo. La cantidad de luz
bloqueada por una suspensión de partículas en una cubeta depen-
de no solo del número de particulas presentes sino también del
area de sección transversal de cada partícula, es decir, si el
tamaño de la partícula de los estandares no es el mismo que el
tamaño de partícula en las muestras que se miden. se tendran
errores en las mediciones turbidimetricas.

B) MUESTRA BIOLOGICA.-

Sueros normales y anormales de los pacientes en estudio.

C) MATERIAL.-

'-JO1U1JäI.AI|\J-n 0...'-

.- Tubos de ensayo de 10X70mm
- Tubos de ensayo de 13X100mm
- Pipetas lineales de iüml. Sml, Zml, y 1ml.
- Micropipetas Clinicon de 50ul y 25ul
- Micropipetas Ependorff de 200ul y 100ul
- Puntillas para micropipetas Ependorff de 200ul
- Puntilias para micropipetas Oxford Brand de 100ul. 50ul y

Zšul
â.- Vatraces aforedos de íüüüml
9.- Matraces erlenmeyer de ãüüml, 250m1 y 100m1



10. - Vasos de precipitados de SOOmt, 250ml, 10 0ml y 10ml 

11.- Gradillas me tálicas de diferentes capacidades 

D) APARATOS.-

1.- Balanza granatari a 

2.- Pote nc ió metr o Beckman 

3.- Centrífu gas Dupo nt l nstruments Sorval l GL C- 2B 

4.- Espe c trof ot ómetr o Carl - Zei s s Mod. PM2D L 

5 .- Espectrof ot óm etr o Co tema n J uni or Mod. 8 ó 20 

E) REACTIVOS.-

1. - Pol iet i len glic o l ( PEG) 6000 a 7500 

47 . 

2 .- Buff er de f os f atos sa l in o ( PBS) 0 .1 M (prepara do cerner· 

cialmente ) y Na Cl 0 . 15M 
' 

3.- Antisu e r os ( anti - I gG , ant1 - IgA , ant i - l gM, an t i - C3 y 

anti - C4 ) 

4 .- Agua b i de s tilada 

5.- Twee n 20 

Pre parac ión .

Dil uyen te .-

Dis o lv er la concentra c i ón de fos f at os y Na Cl e n un l1tr1 :e 
agua b1desti l ad a y lle var af o r o . 
Tomar 500m l del v o lu~e n ant er io r y di so lver 25gr de PEC e 2 

mat r aces 1 y 2, r epar ~ i r de e sta sol uc i ón 25 0ml a ~a d a ;n G. 

Al me t raz #1 ag r ega r 0 . 1ml de twee n 20 . Es t a soluc 16n sera 

l a emol ea da como di l uyen t e del suero problema. 

El ma t raz #2 será e l emp l ead o com o d iluyente de l ant i su er : 

( cont ie ne sol o e l PEG polietilenglico l ~ Ambos d i luy ent es se 

mant i enen es ta b l es durante 2 meses a una tempera t ur a de 2 a s0
: . 

10.

11.

D)

ãbdhl-I uuu;

5.

E)

1.

2.

- Vasos oe Drecìoitados de 500m1, 250m1, 100m1
- Gradillas metálicas de diferentes capacìaaues

APARATOS.-

- Balanza granataria
- Potenclómetro Beckman

Á?.

y lüml

- Centrífugas Dupont Instruments Sorvall GLC-28
- Espectrofotómetro Carl-Zexss Mod- PMZDL
- Esoectrofocömenro Coleman Junior Mod. B o 20

REACTIVOS.-

- Poliètilengllcfll (PEG) 5000 a 7500

- Buffer de fosfatos salxno (PES) O.1M (preparaflo c;m†-
cialmente) y Naül 0.15M

3.- Antisueros (anal-lgü. anal-lgA. antl-IgM. ent:-E3 y

4.

5.

Ñ
Jl

anti-C4)
- Agua biflescliaaa
- Tween 20

›¬. L)- 11 | IPreoaraa
.uyente.-

B1s:±ver la cancentracxón de fosfatos y Nafil en un ì:'f -
agua oxdestllaoa y ¿levar aforo.
Tomar 500m1 sel volumen enterlor y disolver 259* Je PE; 1 ¿
matraces 1 y 2, reoartlr de esta solucxón 250m1 1 caca ;n..
Äl

la
masraz #1 agregar O.1ml Ge cween 25. Esta soiuclon serà
emoieaoa como o:luyenne del suero problema.

El manraz #2 será el empleado como cxluyente cel antísuer;
(contiene solo el PEG oolletilenglicoll Ambos diluyenzes se
mantxenen estables durante 2 meses a una temperatura oe 2 3 5*



48. 

Nota.- Después de haber ensayado experimentalmente la dilución 
del polietilenglicol, (10, 100, 20 , 30, 60, 40 y 50g/l) 
se observó que la dilución adecuada corresponde a 50g/J. 

l :~:esri l odo 
Aforo o 1000 

O. lml Twun20 

·¡··"~ 

'~ l ~"' ...... """""" ... '""""'"º', 

2 Buffer 

de fosfatos 
sal ino ( PBSJ O. IM 

F) F ILTR OS 
PEG 

Filtros Millipore 0.45umm (utilizado para filtrar el diluyente) 

G) ANTI SUEROS 

Los antisueros, proporcio na dos por Química Hoe chst son obte ni
dos por la inmu~ización de co nejos , son adsorvidos en fase so 
l ida y sus llpi dos e lim inados para proveer antisueros transpa
rente s , conocidos como de "grado nef elométrico". Los lotes 

comercia lm e~te empleados so n: 

- anti-IgG humrna cade na ~ lote # 153042 8 

- 'l n t i - I g A hum a na ca d·e na o<. lote # 153143 e 
- anti - IgM humana cade na}'-- lote # 153257 A y 153256 G 

- ant1 - C3 numana lote # 153318 A 

anti - C4 humana Jote # 153525 H y 15 3531 o 

48.

Nota.- Después de haber ensayado experimentalmente la dilución
del polietilenglicol, (10, 100, 20, 30, 60, 40 y 50g/1)
se observó que la dilución adecuada corresponde a 50g/1.

N20 O.Iml 1'-¢lon2O

Bílcuíloóu _
Moro o IOOO |

2 5 gr PEG

ll' \0
1*

U 50°" PEG 4-Twnn lailuyonlo del suero oroblunol

l 230,"

do Inicio:
solìno (PES) OJM

F) ritmos P”

Filtros Millipore 0.45umm [utilizado para filtrar el diluyente)

G) ANTISUEROS

Los antisueros. proporcionados por Química Hoechst son obteni-
dos por la inmunización de conejos, son adsorvidos en fase só-
lida y sus lípidos eliminados para proveer antisueros transpa-
rentes, conocidos como de “grado nefelométrico". Los lotes
comercialmente empleados son:
~ anti-lgG humana cadena X lote # 153042 B
- anti-lgA humana cadena a4 lote # 153143 C
- anti-lgm humana cadena ¡L lote # 153257 A y 153256 G
- anti-C3 numana _ lote # l53318 A
- anii- C4 humana lote # 153525 H y l53531 D
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To dos estos ant i s uer os vienen e n f r asc os de lml a 5m l en me

dio l i quido . LJ s ant i su eros, conserv ados en t re 2 y aºc son 
estable s hast a la fec ha i ndica da en la etiquet a , siem pr e que 
se pueda evi t a r una co nt am i na c i ón. 

H) ESTA NDAR IZACIO N Y CALIBRAC ION.-

Los sue r os est andar de r eferenc ia de la Qul mica Ho echst co rr es 
ponden a 1 os s i'g u i en tes 1 o tes : 

- estanda r de ref eren cia lo te# 06763 0 B empleado en la s cur va s 
de calibración y c in étícas de reacción de las inmunogl obul tnas 

IgG, lgA , e !gM . 

- e s ta ndar de r efe r e ncia l ote # 067628 D empl eado en 1 a curv a de 

ca libració n y ci nética de r eac ci ón de l complemento C3 

- estandar de r eferencia lote# 067631 H emp l e ad o en la curv a de 

calibración y c in ética de l a r e ac c i ón del comp le me nt o C4 

Todos estos estandares vie nen e n f r ascos de iml . Co nservad os 
e nt re 2 y sºc , son utili zable s has t a la fec ha in d i cada en la 
e t iquet a del f r asco , una vez abi e rto s son e~t a bl es du r ante un a 

seman a . 

1) METODO 

1. - La d i lu ció n i n ici a l de los sueros estandar y pr oblemas 
a valorar se realiza con la solución de polietilenglic ol - t wee n 
20 . . Est a d i l uc ió n depe nderá de las diferentes prote!n as a ana

li za r . 
2, - Los antisuer os se dil uyen 1:10 con l a solu c ió n de polieti 
leng l i col para t odas las proteln as. 
3.- La mez c la de la reacció n se compone de 1000ul de ant is ue-

ro y 50u l del s uero estandar o. problema para la I gG; para l as 
dem~s pr ot einas IgA , IgM, C3 y C4 la mezc la se com pone de 500ul 

59.

Todos estos antisueros vienen en frascos de iml a Sml en me-
dio liquido. tr: antisueros, conservados entre 2 y 8°C son
estables nasta la fecha indicada en la etiqueta, siempre que
se pueda evitar una contaminacion.

H) ESTANDARIZACION Y CALIBRACIDI.-

Los sueros estandar de referencia de la Quimica Hoechst corres-
ponden a los siguientes lotes:
- estandar de referencia lote# 067630 B empleado en las curvas

de calibración y cinétícas de reaccion de las inmunoglobulinas
lgG, lgA, e lgM.

- estandar de referencia lote# 067628 D empleado en la curva de
calibración y cinética de reaccion del complemento C3

- estandar de referencia lote# 067631 H empleado en la curva de
calibración y cinética de la reaccion del complemento C4

Todos estos estandares vienen en frascos de lml. Conservados
entre 2 y 80€, son utilizables hasta la fecha indicada en la
etiqueta del frasco. una vez abiertos son estables durante una
semana.

I) METODO

1.- La dilución inicial de los sueros estandar y problemas
a valorar se realiza con la solución de polietilenglicol-tween
20. .Esta dilución dependerá de las diferentes proteinas a ana-
lizar.
2,- Los antisueros se diluyen *:10 con la solucion de polieti-
lenglicol para todas las proteínas.
3.- La mezcla de la reacción se compone de 1000ul de antisue-
ro y 50ul del suero estandar o problema para la lgG; para las
demas proteinas IgA, lgM, C3 y C4 la mezcla se compone de 500ul
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del antisuero y 200ul del suero estandar o problema. 

4.- Al mezclar el antlgeno y anticuerpo se debe medir la 
reacción en forma co ntinua desde T1=10seg. a T2= 300seg.(5min.) 

Es conveniente trazar la curva de la cinética de reacción de 

cada una de estas protelnas, observando de esta manera la velo
cidad de unión de los complejos Ag-Ac. 

Técnica para la Estandarizaci6n del Método Turbidimétrico.-

La cinética de reacción se determina para cada una de las pro
telnas plasmáticas. El volumen del suero estandar es de 200ul 
para todas las protel nas ; a diferencia de la IgG el cual es de 

50ul. 
1) Diluciones del Std.de calibración.-
a) Se enumeran 8 tubos de 10X70mm y ponga a cada uno de ellos 

100ul de solución PEG-Tween 20. 
b) Ponga 100ul de suero estandar en el tubo #1, mezcle per 

fectamente y pase al sigu iente tubo 100ul, mezcle y conti 

núe en la misma forma hasta llegar al tubo #8 ( esto es 

para la IgG) . Diluciones en serie ( 1:2, 1 :4, etc.). 
Para las demás protelnas plasmáticas , a cada uno de los 
8 tubos se po nen 200ul de PEG~Tween20 y 200ul del suero 

estandar al tubo #1, mezcle perfectamente y pase al si 
gui ente tut o 200ul, mezcle y continúe en la misma forma 

hasta lleg1r al tubo #8. 
c) Enu mere 8 tubos más de 10X70mm y ponga a cada uno de ellos 

10 00ul de : anti suero dil uido 1 :10 (3 .6ml PEG + 0.4ml anti
suero) . A cada uno de estos tubos se les agrega un volu
men de 5Gul de la dilución del suero estandar (d e cada uno 

de los 8 tubos anteriores respectivamente)para la IgG; -

para l as demás se agr ega un volumen de 200ul de la dilu 

c i ón del suerJ est a nd ar de los 8 tubos anteriores . 
d) Estos volu menes se les irá agre ga nd o uno por uno con el 

50.

del antisuero y 200ul del suero estandar o problema.
4__ Al mezclar el antígeno y anticuerpo se debe medir la
reaccion en forma continua desde T¡=1Useg. a T2= 300seg.{5min.)
Es conveniente trazar la curva de la cinética de reaccion de
cada una de estas proteinas, observando de esta manera la velo-
cidad de uniôn de los complejos Ag-Ac.

Técnica para la Estandarización del Método Turbìdimétrico.-

La cinética de reacción se determina para cada una de las pro-
teinas plasmáticas. El volumen del suero estandar es de 200ul
para todas las proteínas; a diferencia de la lgG el cual es de
5Uul
il
al

al

cl

Diluciones del Std.de calibración.-
Se enumeran 8 tubos de 10X70mm y ponga a cada uno de ellos
lüüul de solucion PEG-Tween 20o
Ponga 100ul de suero estandar en el tubo #1. mezcle per-
fectamente y pase al siguiente tubo lüüul. mezcle y conti-
núe en la misma forma hasta llegar al tubo #8 ( esto es
para la lgG). Diluciones en serie (1:2. 1:4. etc.}.
Para las demás proteinas plasmáticas, a cada uno de los
B tubos se ponen 200ul de PEG-Tween2ü y 200ul del suero
estandar al tubo #1, mezcle perfectamente y pase al si-
guiente tuto 200ul, mezcle y continue en la misma forma
hasta llegir al tubo #8.
Enemere 8 tubos más de 10X?0mm y ponga a cada uno de ellos
lüüüul deï antisuero diluido l:10 {3.6ml PEG + 0.4ml anti-
sueroi. á cada uno de estos tubos se les agrega un volu-
men de Soul de la dilución del suero estandar (de cada uno
de los 8 tubos anteriores respectivamente}para la lgG; -
oara las demás se agrega un volumen de 200ul de la dilu-
ziín del suero estandar de los 8 tubos anteriores.
Estos volumenes se les ira agregando uno por uno con el
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objeto ~2 medir la ci né tica de r eacción oor cada dilu 

c i ón. 
e) Tomar las lectu r as de absorbancia a partir de 10seg . 

hasta 300seg., ó antes si la re acción ya se ha comp l e ta do 

en su t otalida d . A cada lectura se le re st a la l ectur a 
del blanco de antisue r o {105 0ul PEG para lgG y 700 u l PE G 
pa ra las demás pr ote1nas ) , pa ra obtener l a lec tura real . 

Leer e n el espectro de absorc ión a 340nm. 

lQG 

50 " ' 

1000 "I 

1oou1 I qG 
200tqA 
l qM.C 3y C4 

PEG 
~ 

TWEEN 

I q A 1 q M 

200 " ' 200 "I 

500 ul 500 ul 

1: e 1:16 

C3 C4 

200 " I 200 " I 

500 ul 500 ul 

1·.32 1:28 

Prote ;n o 
1 P I osmót ic o 
1 

V otumen de l suer o 1 

Problema d1 lu;do 

1 Volumen del 

Anhsuero ~11u: do 

1:256 

iOOul loG 
20 0u l lq A 
lqM ,C 3 ,C 4 

Suero 
Prob lema 

~ ~"'"~·· ~ ... ~ .. ~ .. ~-" 0 ~ 6 
Anr1suero 

0 . 4m l PEG 
3 . 6m l 
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objeto te medir la cinética de reacción por cada dilu-
cion.

e) Tomar las lecturas de absorbancia a partir de 10seg.
hasta 300seg., ó antes si la reacción ya se ha completada
en su totalidad. A cada lectura se le resta la lector;
del blanco de antisuero (1050ul PEG para lgG y 700ul Pto
para las demas proteinas). para obtener la lectura real.
Leer en el espectro de absorción a 340nm.
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5.- Curva de calibraci6n.-
La variaci6n de la absorbancia medida durante un intervalo de 
285seg en una muestra de referencia conocida, se presenta en 
func i6 n de la co ncentración. Mediante una curva de calibra
ci6n es cuantificable la absorbancia en proporción a la con
cen tración de ca da protelna a valorar. Una curva de ca libra
ción nos muestra linearidad de la reacci6n, limites de sen si 
bi lida d de la metodologla y limit e de co nfiabilidad. 

Técnica.-

a ) Se enumeran 8 tubos de 10X70mm y ponga a cada un o de ellos 
100ul de solución PEG-Tween20 para la IgG; para la s demAs 
prote in as se pone 200ul . 

b) Ponga 100ul de suero estandar en el tubo #1, mezcle per
fectamente y pase al siguiente tubo 100ul, mezcle y con
tinúe en la misma forma hasta llegar al tubo #8 (1;2, 1:4, 
etc. 1;256) para la IgG; para las demAs pFoteinas, a cada 
uno de los 8 tubo s se ponen 200ul, mezcle y continúe en la 
misma forma hasta llegar a completar las 8 diluciones co
rrespondientes (1 :2, 1 :4, etc.) 

c) Enumere 11 tubos de 10X70mm para cada una de las proteinas 
y agregue un volumen de PEG-tween20 como sigue: 
IgG, IgM, y C3 1. 45ml 
I gA 0 .9 5ml C4 0 . 45ml 

d) De todas y cada una de las diluci one s anteriores (inciso 
b), tomar 50ul y mezclar en los primero s 8 tu bos de cada 
una de las prote ina s . A los tres tubos r estantes agregar 

--€i 0ul , 100u l y 150ul del suero estandar (frasco comercial 
l i st o ) resp ectivamente, mezclar perfectamente. Quedandu 

as1 í1 diluciones . 
e ) Enum ere 11 tubos ~as de 10X70mm y ponga a cada uno de ellos 

1000ul de l anti suero diluido 1 : 10 para IgG ( 9.9ml PEG + 

5.

52.

- Curva de calibración.-
La variación de la absorbancla medida durante un intervalo de
285seg en una muestra de referencia conocida, se presenta en
función de la concentración. Mediante una curva de calibra-
ción es cuantificable la absorbancia en proporción a la con-
centración de cada proteina a valorar. Una curva de calibra-
cion nos muestra linearidad de la reacción. límites de sensi-
bilidad de la metodologia y límite de confiabilidad.

al

bl

cl

dl

É:

Técnica.-

Se enumeran 8 tubos de 10X7umm y ponga a cada uno de ellos
100ul de solucion PEG-Tueen20 para la lgG; para las demas
proteinas se pone 200ul.
Ponga 100ul de suero estandar en el tubo #1. mezcle per-
fectamente y pase al siguiente tubo lüüul, mezcle y con-
tinúe en la misma forma hasta llegar al tubo #8 (l;2, 1:4,
etc. l;256) para la lgG; para las demás proteinas. a cada
uno de los 8 tubos se ponen 200ul, mezcle y continue en la
misma forma hasta llegar a completar las 8 diluciones co-
rrespondientes (l:2, 1:4, etc.)
Enumere 11 tubos de 10X70mm para cada una de las proteinas
y agregue un volumen de PEG-tween20 como sigue:
lgG. lgM, y C3 1.45ml
lgA O.95ml
De todas y cada una de las diluciones anteriores (inciso
b), tomar 5Dul y mezclar en los primeros B tubos de cada
una de las proteinas. A los tres tubos restantes agregar

C4 0.45ml

éüul, 100ul y 150ul del suero estandar (frasco comercial
lists respectivamente, mezclar perfectamente. Quedando
asi ii diluciones.
Enumere 11 tubos más de lükïomm y ponga a cada uno de ellos
1000ul del antisuero diluido 1:10 para lgG (9.9ml PEG +
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1.1ml antis uero) . Para las dema s proteína s ~lct~mat1cas, 

a ca da uno de los 11 tu bos se le agrega 500ul del ant1-
sue r o diluido 1: 10 (4 .9 50ml PEG + 0 . 55ml del anttsuero) 

(antisu ero fra sco comercial ) . 

f) A cada uno de los 11 tubo s (antisuero diluido) agregar 50ul 
de l os tubos qu e tie nen la ~ilució n del suer o estandar 
(i nc iso d) para la IgG; para las demás prote!nas ag~egar 

200ul de la dilución del suero estandar a lo s 11 tuto s . 
Mezclar y dej ar reposar 5min 

g) Preparar un tubo por sepa r ado para bla nco de antisuero 

(1050ul PEG para lgG; y 700ul PEG para las dema s pr o te!n as ,. 
h) Leer en el espectro de absorbacia a 340nm y rest dr Id lé c 

tur¿¡ del blanco . 

Las proporciones de dilución y los i ntervalos de tiemp o, pueaen 
requerir mod ificaciones mlnimas en función del titul o y la a v i 

dez de ·lo s antisueros seleccionados para estos m~todos . 

J) SUEROS PROBLEMA 

Una vez qu e se ha trazado las cu rv as de calibración para ca da 
una de l as proteínas plasmáticas, las l ect ura s de l os s uer os 
pr oble ma ob te ni das se extrapolan en cada cu rv a . 

Técnica.-

a ) Las diluciones de los sue r os prob lem a se r~ n de acue rd o a 
la pro teína a va lo rar: e j emp lo _ 

C3, lgM e IgG 1: 30 (s uero estandar ) , Suero pr oblema 1 :30 

Ig A 1: 20 ( suero estanctar ) , Sue ro pr oblema 1: 20 

C4 1: 1 o ( sue r o es"ta ridar ) , Sue ro problema 1: 1 o 
b ) Tomar un tubo de 10X70mm pa ra cada una de las pr otelnas y 

pon er 1000ul de l a diluc i ón de antisuero IgG 1:10 ( indica-

É3.

1.1ml antisuero). Para las demas proteinas plasmaiicas,
a cada uno de los 11 tubos se le agrega S00ul del anti-
suero diluido 1:10 (4.950ml PEG + 0.55ml del antisuero)
(antisuero frasco comercial).

f) A cada uno de los 11 tubos (antisuero diluido) agregar Soul
de los tubos que tienen la dilución del suero estandar
(inciso d) para la lgG: para las demas proteinas agregar
200ul de la dilución del suero estandar a los 11 tutos.
Mezclar y dejar reposar Smin

g) Preparar un tubo por separado para blanco de antisuero
(1050ul PEG para lgG; y 700uI PEG para las demás proteínas,

h) Leer en el espectro de absorbacia a 340nm y restar le let»
1 tura del blanco.

Las proporciones de dilución y los intervalos de tiempo. sieoe'
requerir modificaciones minimas en función del titulo y La sv'-
dez de-los antisueros seleccionados para estos métodos.

J) SUEROS PROBLEMA

una vez que se ha trazado las curvas de calibración para :aca
,_ D i.¬una de las proteinas plasmáticas, las lecturas de sueros

problema obtenidas se extrapolan en cada curva.

Técnica.-

al Las diluciones de los sueros problema seran de acuerdo a
la proteina a valorar: e3empio.
C3, lgM e lgG 1:30 (suero estandar), Suero problema 1:

lgA 1:20 (suero estanaary, Suero problema 1
C4 1:10 (suero estandar), Suero problema 1:

b) Tomar un tubo de 10X70mm para cada una de las proteinas y
poner 1000ul de la dilución de antisuero lgG 1:10 (indica-

1,: L)

-aI\J (_)lll
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do ante1 io rm e nt e) y agregar 50ul de la d i luc1D1 1 ·Je ! sue r o 

problema 1: 30 (para IgG); pard ict s demás pro teínas se po
nen 500ul de la dilución del antisuero IgA , l gM, C3 y C4 

1 :10 y agregar 200ul de la dilución del suero problema: 
para lgA 1 :20, IgM y C3 1 :30 y C4 1: 10. Mezclar y dejar 

reposar Smin Los Mielomas se diluyen 1 :3 ó 1:2. 

d) Preparar un bla nco para IgG de 1050ul de PEG y para. las 
dem ás prote!nas 700ul de PEG. 

e) Lee r a 34 0nm y restar la lectura del blanco . 
los result ados en las curvas correspondientes. 

K) CONTROL DE CALIDAD 

Extrapo l ar 

Los métodos inmunoqu!micos requ ie ren de un co ntro l de cal i daJ 

medi ante anális i s estad!sticos: reproducibf 'lidad, exact i tud, 
l iner idad , espe c ificidad y sensibilidad. 

Af llev~r a cabo un programa de control de calida d no solo cum 
pliremos co n obtener la confiabilidad de nuestro s mé todos sin o 
que podremos obtener; valores de re fe ren cia, selección de me 
todolog!as (cor relación) y esta ndariza ción de resultados. 

Para el control de ca lidad de Turbidimetria se empl eó el mét odo 

de Levey y J enning mod'.ficado por Hairline y Yoobs que utiliza 
suer os contro l es duplicados dia rios y limites de aceptación de 
95 y 99 %. 

Método.-

Este utiliza sueros control (pool de sueros). Se lleva e l re 
gistro diario de datos para el trazo de l as cartas X y R de l a 

siguiente forma: 

54.

Jo anceiiormente) y agregar 50ui de la oiiucion o=1 suero
problema 1:30 (para IgG]; para ias demás proteinas se po-
nen 500ul de la dilución del antisuero lgA, lgfi, C3 y C4
1:10 y agregar 200ul de la dilución del suero problema:
para lgA 1:20, lgM y C3 1:30 y C4 1:10. Mezclar y dejar
reposar Smin i Los Mielomas se diluyen 1:3 6 1:2.

d) Preparar un blanco para lgG de 1U50ul de PEG y para las
demás proteinas 700ul de PES.

e) Leer a 340nm y restar la lectura del blanco. Extrapolar
los resultados en las curvas correspondientes.

K) CONTROL DE CALIDAD

Los métodos inmunoquimicos requieren de un control de calidad
mediante análisis estadísticos: reproducibilidad, exactitud.
lineridad, especificidad y sensibilidad.

Alllevar a cabo un programa de control de calidad no solo cum-
pliremos con obtener la confiabilidad de nuestros métodos sin:
que podremos obtener; valores de referencia. selección de me-
todologías (correlación) y estandarización de resultados.

Para el control de calidad de Turbidimetria se empleó el método
de Levey y Jenning modificado por Hairline y Yoobs que utiliza
sueros controles duplicados diarios y límites de aceptación de
95 y 99%.

Método.-

Este utiliza sueros control (pool de sueros). Se lleva el re-
gistro diario de datos para el trazo de las cartas X y R de la
siguiente forma:



DIA 
1.-
2. -
3.-
4.-
5.-
6. -
7 . -
8.-
9.-
1 o. -

REPLICADOS R 

X 1 

Procedimiento.-
1. - En la columna (1) se registra el dato de · la medición 
obtenida del duplicado 1. 
2.- En la columna (2) se registra el dato de la medición 
obtenida del control 1. 
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3.- En la columna (3) s~ registra el promedio de ambos con -
troles designado por la media de X (X). 
4.- En la columna (4) se registra la difere ncia (rango) de 
los dos controles designados por R. 
5 . - En la columna (5) se registra la diferencia entre pro-
medio de dupli cados de un dia con el anterior (en el primer 
dia no se obtiene este dato porque no hay con que compararlo, 
sino a partir del segundo dia en adelante) y este dato se ob 
tiene de la columna (3), a diferencia de los promedios inter
dia queda designados por Rs. 
6.- ~l termi no de 10 dias, se calcula la media de la media 
de X (X) que es el promedio de los duplicados diarios, cuyo 
valor sera el de la linea media de la carta de control . 

55.

REPLICADOS Y R RS

DIA X1 X2 Y=(X¡+X2-2) R=(X1-X2) Rs=(Y1-Y2)

-I\D@`¬IO'\U1-PIO-I|'\)-I2|101una 1III

Procedimiento.-
1.- En la columna (1) se registra el dato de la medicion
obtenida del duplicado 1.
2.- En la columna (2) se registra el dato de la medicion
obtenida del control 1.
3.- En la columna (3) se registra el promedio de ambos con-
troles designado por la media de X (Y).
4.- En la columna (4) se registra la diferencia (rango) de
los dos controles designados por R.
5.- En la columna (5) se registra la diferencia entre pro-
medio de duplicados de un dia con el anterior (en el primer
día no se obtiene este dato porque no hay con que compararlo.
sino a partir del segundo dia en adelante) y este dato se ob-
tiene de la columna (3), a diferencia de los promedios inter-
dia queda designados por RS.
6.- gl termino de 10 dias. se calcula la media de la media
de X (X) que es el promedio de los duplicados diarios, cuyo
valor será el de la linea media de la carta de control.

;= {i'°=1i(
10



V CALCULO DE LOS RESULTADOS 

1.- Los val ore s de absorbancia de la cur va de calibración y 

cinéticas de t iempo de cada proteina se calculan y•se 

trazan en papel milimétrico de la siguiente manera: 
a ) Para las curvas de calibración se graf!ca la concentra

ción (eje de las abscisas X) co ntra la lectura de la ab
sorbancia ( densidad óptic a eje de las ordenadas Y). Los 

valores se corroboran estadisticamente mediante la prue
ba de la r de ~ears o n (regresión lineal de cada c urv a) . 

b) En las cinéticas de tiempo se grafica ~oncentración y 
tiempo (X) contra la absorbancia D.O. (Y ) . 

2.- Para la dilución óptima del antigeno , la diferen c ia de 
Ja lectura inicial (E 1) y final (E 2 ) de cada una de l as 

cinéticas de tiempo nos da la extinción E· E2- E1 ( Y) . 
Se traza contra la dilución del suero control (X). 

3.- Extra polar en las cartas de control de ca lidad, las lec

turas del i ntraen sayo e interensayo. En cada carta cal
cular la media (X), desviación estandar (DS . ) y coe fi 
ciente de var i abilidad (C .V. ) para determin a r la pre ci 
si ón y confiabilidad del método. Trazar en pa pel mi l i 

mét ri co . 
4 .- Clasificar el patrón electroforético de los proteingra

mas para sueros con diagnóstico de Mieloma. Comparac ió n 
ent r e las medias X1 y X2 de dos muestras, para saber si 

ambas pertenecen a la misma población mediante la T de 

stude nt . 
5.- Para la correlació n, entre los métodos de Turbidimetr !a, 

Nefelometr!a e Inmunodifusión Radial, requirió cada un o 

de estos estad!sticamente de la prueba r de Pears on . En 

'| -

3 -

V CÁLCULO DE LOS RESULTADOS

Los valores de absorbancia de la curva de calibración y
cinéticas de tiempo de cada proteína se calculan y'se
trazan en papel milimétrico de la siguiente manera-
Para las curvas de calibración se grafica la concentra-
ción (eje de las abscisas Xl contra la lectura de la ab-
sorbancia (densidad óptica eje de las ordenadas Y). Los
valores se corroboran estadísticamente mediante la prue-
ba de la r de Pearson (regresión lineal de cada curva).
En las cinéticas de tiempo se grafica concentración y
tiempo (X) contra la absorbancia 0.0. (Y).
Para la dilución óptima del antígeno, la diferencia de
la lectura inicial (E1) y final (E2) de cada una de las
cinéticas de tiempo nos da la extinción E- E2-E1 (Y).
Se traza contra la dilución del suero control (X).
Extrapolar en las cartas de control de calidad, las lec-
turas del intraensayo e interensayo. En cada carta cal-
cular la media (Y), desviación estandar (DS.) y coefi-
ciente de variabilidad (C.V.) para determinar la preci-
sión y confiabilidad del método. Trazar en papel mili-
métrico.
Clasificar el patrón electroforético de los proteingra-
mas para sueros con diagnóstico de Mieloma. Comparación
entre las medias 11 y iz de dos muestras, para saber si
ambas pertenecen a la misma población mediante la T de
student.

Para la correlación, entre los métodos de Turbidimetría,
Nefelometría e Inmunodifusión Radial, requirió cada uno
de estos estadísticamente de la prueba r de Pearson. En
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7.- La horquilla o rango promedio ~ °[: { i 10= 1R 

10 

8.- La horquilla de promedios interdfas lrs "[ = s 
í. . 9 l = 1 R s 

9 
9.- Uti 1 izando estos valores y factores estadlsticos, se ca l -
culan los limites ge aceptación de 1 a carta de control: 
Umite del 95% X + (lrs X 1. 77) (control superior) 

Umite del 95% X - ( n-s X 1. 77) (control inferior) 

Umite del 99% X + ( n- s X 2. 37) (control superior) 

Umite d~l 99% X - ( "[ s X 2. 37) (control inferior) 

10 . - Se traza la"carta de control de las X". Con estos datos 
se puede ya trazar la carta de control de la variable X. La 
linea media de la carta tendr~ el valor X y las ![neas de acep
tación ser~n l os limites de control sup erior e inferior del 
95% y 99% de probabilidades que se han calculado en el inc iso 
9. 

Po s t~riormente a los dfez dfas en que los datos han servido 
para trazar la carta de control, se sigue incluyendo el mismo 
pool y los resultados obtenidos en sus mediciones se graf)ca n 
por medio de un punto de la carta de control de las X. 

L.S. 99'.t 
L.S. 95% 

X 
L".I. 95% 
L.I. 99% 

DIAS 
Nota: Los limites de control del 95% corresponden con mucha 
aproximación a 2 DS. y los del 99% a 2.5 DS. 
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7.- La horquilla o rango promedio R R= iÃi1°= IR

8.- La horquilla de promedios interdías HS Hs= íj9= ies

9.- Utilizando estos valores y factores estadísticos. se cal-
culan los límites
Límite del 95% =

Límite del 951 =

Límite del 99% =

Limite del 99% =

10.- Se traza la"carta de control de las X". Con estos datos

10

9

ge aceptación de la carta de control:
X + (FS X

§_

X + (FS X 2.

X _

1.77) (control superior)

(Es X 1.77) (control inferior)

37) (control superior)

(FS X 2.37) (control inferior)

se puede ya trazar la carta de control de la variable X. La
línea media de la carta tendrá el valor Y y las lineas de acep-
tación serán los límites de control superior e inferior del
95% y 99% de probabilidades que se han calculado en el Inciso
9.

PoSteriormente a los diez dias en que los datos han servido
para trazar la carta de control, se sigue incluyendo el mismo
pool y los resultados
por medio de un punto

L.S.
L.S.

iii.
i.i.
pins

obtenidos en sus mediciones se grafìcan
de la carta de control de las X.

99%
2 95!
X

95%
99%

Nota: Los límites de control del 95% corresponden con mucha
aproximación a 2 DS. y los del 99% a 2.5 DS.
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Las conc ent r ac iones obtenidas del pool de sueros que se utilizó 

para el co ntro l de calidad fueron para 100ul de suero : 

lgG 1357mg lgA 285mg IgM= 110mg C3 73mg C4 15.0mg 

Técnica.-

a) Se obtuvieron muestras de 10 individuos norma les por pun

c ión ve nosa cubital en tubos sin anticoagulante, posterior
mente se centrifuga n durante 10min a 3000rpm. 

b) Se separa el suero de cada uno de los tubos y se coloca en 

un vaso de pr~clpitados, de esta forma se cosntituye el 
"pool de sueros" . 

' c) Se hacen alicuotas del pool en varios tubos en proporci o-
nes equivalentes a 0 .5ml, se sellan y se alma cen an a -4 °C . 

d) D ~ estas muestras se toman 2 tubos antes de congelarl os 
para ch ecar por Nefelometr1a los valores normales de con 
centración de cada prote1na; si estos son correctos, se 

procede finalmente a congelarlos. 

57.

Las concentraciones obtenidas del pool de sueros que se utilizó
para el control de calidad fueron para 100ul de suero:

lgG = l357mg lgA = 285mg IgM= 110mg C3 = 73mg C4 = i5.0mg

ïécnica.-

a) Se obtuvieron muestras de 10 individuos normales por pun-
ción venosa cubital en tubos sin anticoagulante, posterior
mente se centrifugan durante 10min a 3000rpm.
Se separa el suero de cada uno de los tubos y se coloca en
un vaso de precipitados, de esta forma se cosntituye el
"pool de sueros".
Se nacen alicuotas del pool en varios tubos en proporcio-
nes equivalentes a 0.5ml, se sellan y se almacenan a -40€.

bl

cl

d) De estas muestras se toman 2 tubos antes de congelarlos
para checar por Nefelometría los valores normales de con-
centración de cada proteína: si estos son correctos, se
procede finalmente a congelarlos.
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NEFELOMETRIA 

A) FUNDAMENTO 

Al reaccionar en solució n el antige no con el anticuerpo produ
ce la inmunoprecipitación, la cual es cuantificable mediante 
un Nefelómetro con un Laser de Neón-Helio como fuente de luz 
y di spositivos de detecció n sensible para medir la dispersión 
luminosa . 

B) MUESTRA BIOLOGICA 

Sueros normales de pacientes en estudio. 

C) MATERIAL 

El material utilizado es el mismo que para el método de Tur bi 
dimetr!a, excepto, que los tubos para lectura son celdillas 
especiales y desechables. 

D) APARATOS 

1.- Nefelómetr o Behr i ng Laser Tipo Model I -B registr o 
131032 / 39428 100volts ampere . 
Este Nefelómetro fluorométrico en linea, con una serie 
de flu jo s a través de canales, permite la medición ae 
mul t iples muestras de manera simult~nea. 

E) REACTIVOS 

1.- Solución de NaCl al 0.9 % (diluyente para las muestras) 

58.

NEFELOHETRIA

A) FUNDAMENTO

Al reaccionar en solución el antígeno con el anticuerpo produ
ce la inmunoprecipitación, la cual es cuantificable mediante
un Nefelómetro con un Laser de Neón-Helio como fuente de luz
y dispositivos de detección sensible para medir la dispersión
luminosa.

B) MUESTRA BIOLOGICA

Sueros normales de pacientes en estudio.

C) MATERIAL

El material utilizado es el mismo oue para el metodo de Turbi
dimetría, excepto, que los tubos para lectura son celdillas
especiales y desechables.

D) APARATOS

1.- Nefelómetro Behring Laser Tipo Model l -B registro
131032/39428 l00volts ampere.
Este Nefelómetro fluorométrico en línea, con una serie
de flujos a través de canales, permite la medición de
multiples muestras de manera simultanea.

E) REACTIVOS

1.- Solución de NaCl al 0.9% (diluyente para las muestras)
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F) ANTI SUEROS 

Son los mismos que se utilizan para turbidimetrla. 

6) METODO 

En los puntos siguientes se describe el procedimiento para el 
análisis de protetnas plasmáticas del suero. 

1.- En tubos de 12X75mm hacer una dilución 1:101, tomar 10ul 
para IgG, para los sueros problema, co ntrol y estandar. 
Hacer la dilución con solución salina. 

2.- Hacer una dilución 1:5 del antisuero para todas las pro
tetnas (0.5ml del antisuero + 2.5ml solución salina). 

3.- Agregar a las cubetas de lectura 200ul del antisuero 
diluido 1:5; y 10ul de la dilución 1:101 del suero pro
blema y estandar para IgG, 1ul del suero y estandar dilui
d os par a I g A , -- I g M y e 3 , par a e l e 4 agregar 5 u l de l suero 
problema y estandar diluidos 1:101. 

4.- Agitar sin hacer burbujas. Incubar durante 1hrs. a 
temperatura ambiente. Para los Mielomas la dilución es: 
IgG 1 :501, IgM 1 :5, IgA 1 :~. 

5. - Leer en el Nefelómetro (agitar un "poco antes de leer ). 
El intenso enturb iamiento de lis muestras puede alterar 
los resultados, especialmente en la zona de valores bajos. 
Las lecturas se hacen en proporcíón de volts/concentra ción. 

Para trazar la curva de referencia para la determinación de pro 

teínas plasmáticas, se prepara una serie geométrica de dilu

cione_s _del suero N estandar de protelnas con solución isotó
nica de solución NaCl, estas son 

lg G= 1:20 - 1:640, 

C3= 1 :20 - 1 :3 20, 

l gA= 1 :20 - 1 :320, IgM= 1 :10 - 1 :1 60 

C.4= 1 :2.5 - 1 :40 
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F) ANTISUEROS

Son los mismos que se utilizan para turbidimetría.

6) METODO

En los puntos siguientes se describe el procedimiento para el
analisis de proteínas plasmáticas del suero.

1.- En tubos de 12X75mm hacer una dilución 1:1ó1, tomar lüul
para lgG, para los sueros problema, control y estandar.
Hacer la dilución con solución salina.

2.- Hacer una dilución 1:5 del antisuero para todas las pro-
teinas (0.5ml del antisuero + 2.5ml solución salina).

3.- Agregar a las cubetas de lectura 200ul del antisuero
diluido 1:5; y lóui de la dilución 1:101 del suero pro-
blema y estandar para lgG, 1ul del suero y estandar dilui-
dos para lgA, igM y C3, para el C4 agregar Sul del suero
problema y estandar diluídos lzlól.

4.- Agitar sin hacer burbujas. lncubar durante lhrs. a
temperatura ambiente. Para los Hielomas la dilución es:
lgG 1:5ü1, igM 1:5, lgA 1:5.

5.- Leer en el Nefelómetro (agitar un poco antes de leer).
El intenso enturbiamiento de las muestras puede alterar
los resultados, especialmente en la zona de valores bajos.
Las lecturas se hacen en proporción de volts/concentración

Para trazar la curva de referencia para la determinación de pro-
teínas plasmáticas, se prepara una serie geométrica de dilu-
ciones del suero N estandar de proteínas con solución isotó-
nica de solución NaCl, estas son

lgn= 1:20 - 1:64ü, lgA= 1:20 - 1:32ü, lgM= 1:10 - 1:l60
cs- 1:20 - i;32o, cy- 1 2.5 - 1140
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INMUNODIFUSION RADIAL (IDR) 

A) FUNDAMENTO 

El agar, es un gel semisólido capáz, de conte ner proteínas 
en suspensió n. Las moléculas de anticuerpo o de ant!geno so
luble pueden moverse a . tra~és del medio semisólido, creand o 
diferentes concentraciones en las distintas partes del gel. 

La finalidad de todas las técnicas de inmunodifusión es iden
tificar la reacción Ag-Ac por l a re acción de precipitación. 
Al reaccionar en una capa de gel de agarosa el Ag-Ac produce 
un anillo de precipitación opaco pero visi ble, el cual es cuan
tificable. 

B) MUESTRA BtOLOGICA 

Sueros normales de pacientes en estudio. 

C) MATERIAL 

1.- Placa NOR-Partigen para IgG, IgA ; IgM, C3 y C4 con deter-
minante antigénico A 

2.- Behring-dispenser de Su! 
3.- Partigen-dispenser de Su! 
4.- Jeringa Hamilton 
S.- Micropipeta Ependorff 

D) APARATOS 

1. - Plantilla de lect~ra para NOR - Partigen 
2.- Proyector de medidas para inmunoanálisis de BehringwerkeAG 
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IIHUIDDIFUSION RADIAL (IDR)

A] FUNDAMENTO

El agar, es un gel semisólido capaz, de contener proteínas
en suspensión. Las moléculas de anticuerpo o de antígeno so-
luble pueden moverse a través del medio semisólido, creando
diferentes concentraciones en las distintas partes del gel.

La finalidad de todas las técnicas de inmunodifusión es iden-
tificar la reacción Ag-Ac por la reacción de precipitación.
Al reaccionar en una capa de gel de agarosa el Ag-Ac produce
un anillo de precipitación opaco pero visible, el cual es cuan-
tificable.

B) MUESTRA BIOLOGICA

Sueros normales de pacientes en estudio.

C) MATERIAL

1.- Placa NUR-Partigen para lgG, lgn, IgM, C3 y C4 con deter-
minante antigénico A

.- Behring-dispensar de Sul
Partìgen-dispenser de 5ul

.- Jeringa Hamilton

.- Micropipeta EpendorffU'\-I'-'IL-J|\J

I I

D] APARATOS

1.- Plantilla de lectura para NOR-Partigen
2.- Proyector de medidas para inmunoanâlisis de Behringwerkeng



E) RE AC TIV OS 

1.- Sol ución salina de NaCl al 0.9% 
2.- Antisueros 

3.- Suero control 

F) ANTISUEROS 

61. 

El antisuero se encue ntra disuelto en la placa, (monoespecí

fico ) , el cual se obtiene por inmunización de co ne jos, (K), 
abejas (S) ó cabras (Z) . Las letras colocadas entre parénte
s is en la etiqueta, indican la especie utilizada . Esta s pl a

cas se conserva n entre 2 y aºc en envase cerrado . Evitar su 
congelación . 

G) METODO 

1.- Tirar de la orej uela de aluminio del recipiente, sacar la 
caja de plástico y dejar la placa abierta unos 5min. a 
tempe ratura ambiente, pa r a que se evapore el agua de con
densación que pudiera haberse formado en los pocillos. 

2.- Depositar 5ul (0.005ml) en cada pocillo 
3.- Para obtener volumenes exactos, utilizar el Behring- dis

penser de 5ul, el Partigen - dispenser de 5ul, la j er inga 
Hamilton-Mikroliter o la Micropi peta Ependorff. 

4.- Para verificar la exactitud de la placa NOR-part ig en depo
sitar en el pocil l o 1 el suero de control de NOR-parti gen . 
Los pocillos 2 a 12 están destinados a recibir las mues
tras a analizar. Incubar 48hrs. a 37°c. 

5.- Leer el diámetro de los anillos de precipitación con un a 
exactitud . de 0.1mm mediante un dispositivo ad ecuado. Ut i 

lizar la plantilla de lectura o el proyector. 

61.

E) REACTIVOS

1.- Solución salina de NaCl al 0.91
2.- Antisueros
3.- Suero control

F) ANTISUEROS

El antisuero se encuentra disuelto en la placa, (monoespecí-
fico), el cual se obtiene por inmunización de conejos, (K).
obejas (S) 6 cabras (Z). Las letras colocadas entre parénte-
sis en la etiqueta, indican la especie utilizada. Estas pla-
cas Se conservan entre 2 y BOC en envase cerrado. Evitar su
congelación. .

G) METODO

1.- Tirar de la orejuela de aluminio del recipiente, sacar la
caja de plástico y dejar la placa abierta unos Smin. a
temperatura ambiente, para que se evapore el agua de con-
densación que pudiera haberse formado en los pocillos.

2.- Depositar Sul (0.005ml) en cada pocillo
3.- Para obtener volumenes exactos, utilizar el Benring-dis-

penser de Sul. el Partigen-dispenser de Sul, la jeringa
Hamilton-Mikroliter o la Micropipeta Ependorff.

4.- Para verificar la exactitud de la placa NOR-partigen depo-
sitar en el pocillo 1 el suero de control de NOR-partigen.
Los pocillos 2 a 12 están destinados a recibir las mues-
tras a analizar. Incubar 48hrs. a 37°C.

5.- Leer el diámetro de los anillos de precipitación con una
exactitud-de 0.1mm mediante un dispositivo adecuado. uti-
lizar la plantilla de lectura o el proyector.
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ELECTROFORESIS 

A) FUNDAMENTO 

La electroforesis es la separación y medici6íl de las sustan

cias cargadas electricame nte , como las fracciones de las pro

teinas. Estas prote lnas en solución e igran en un camp0 eléc

trico y se separan quedando en diferentes porc iones, de acuer

do a su carg a eléctrica: 

AlbOmina, Alfa 1 , Alfa 2 , Bet a y Gam~a globulinas. 

El análisis cuantitativo de las fracc iones se hace por medio 

de un densitómetro que mide la intens idad de la luz reflejada 

por la fracción tenida 6 la cantidad de tuzLtransm1tida. 

B) MUESTRA BIOLOGICA 

Sueros anormales de pacientes con diagn6stico de Mieloma Mu l 

tiple. 

C) MATERIAL 

1.- Matraces aforados de 1000ml y 500m! 

2.- Probetas de 100 y 500ml (graduadas ) 

3.- Recipientes de vidrio o plásti co con cubierta 

4.- Pinzas 
5.- Aplicador de la muestra problema 

6.- Membranas (de acetato de celulosa ) 

7.- Sobres de plástico 

O) APARATOS 

1.- Oensit6metro o graficador 

La

C1

teínas. Estas proteínas en solución emigran en un campo eléc-

62.

ELECTROFORESIS

A) FUNDAMENTO

electroforesis es la separación y ¡edición de las sustan-
as cargadas electricamente. como las fracciones de laš pro-

trico y se separan quedando en diferentes porciones, de acuer
do

El

de'

a su carga eléctrica:
Albümina, Alfa¡, Alfae. Beta y Gamma globulinas.
análisis cuantitativo_de las fracciones se hace por medio
un densitómetro que mide la intensidad de la luz reflejada

por la fracción teñida ó la cantidad de iuzhtransmitida.

B) NUESTRA BIDLDGICA

Sueros anormales de pacientes con diagnóstico de Mieloma Hul-
Ci

\lO'\U'IJäLnJf\)-I nuvo0

1.

ple.

C) MATERIAL

.- Matraces aforados de 1ODOml y 500al
- Probetas de 100 y 500m1 {graduadasl

_- Recipientes de vidrio o plástico con cubierta
- Pinzas
- Aplicador de la muestra problema
- Membranas (de acetato de celulosa)
- Sobres de plástico

D) APARATOS

- Oensitómetro o graficador
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Contiene un accesorio·a na lizador para mic r ozona, el cual 
e sta conecta do directamente a un contro l de velocida~. 

controla la amplitud de la gráfica y se conecta directa
mente a la co mputadora en la cual se prog r aman las mu es
tras problemas , la cual da los resultados dire ct amen te. 

2.- Cámara de electrofore s i s 

E) REACTIVOS 

1.- Solución buffer, barbital-ácido barb itú rico, pH 8.6 

2.- Solución colorante fijadora rojo-pon cea u s 0.2% 
3.- Solución de enjuague ácido acético 5.0% 
4 .- Solución decolorante ácido acético y alc ohol etfl i co 

F) METOOO 

1.- Se carga el aplicador de 2 a 3 lamda (0.002 3 0.003ml) de 
suero problema 

2.- Se llena el primer recipiente con la sol ución amortigua 
do ra 

3.- Se toma un a membrana con las pinzas por un extremo y se 
sumerge en la solución amortigua dora . (impregne bien) 

4.- Con las pinzas se saca la membrana de la solución y se 
coloca entre dos papeles secantes, para se car el exceso 
de solución (rapidament e }. 

5.- Con el aplicador que ya est a cargado con la muestra pro
blema, se aplica sobre la superficie de la membrana, se 
presiona el botón y se esperan 10seg., la membrana absor

be toda la muestra. 
6 . - Se .p as a i nmediata mente a la cámara de electrofore si s. 

Efectuar la electroforesis durante 20min. 
7. - se quita la memb~ana con las pinzas y se pasa al recipien

te con e l rojo-ponceau durante 10min . 

2.

-FILAIIN)-I

una

1.-

2.

3.

4.

5_-

6.

7.

63.

Contiene un accesorio analizador para microzona, el cual
esta conectado directamente a un control de velocidad,
controla la amplitud de la grafica y se conecta directa-
mente a la computadora en la cual se programan las mues-
tras problemas, la cual da los resultados directamente.

- Cámara de electroforesis

El Reactivos

buffer, barbital-ácido barbitórico, pH 8.6
colorante fijadora rojo-ponceau S O.2%
de enjuague ácido acético 5.0% ,
decolorante ácido acético y alcohol etílico

Solución
Solución
Solución
Solución

F) METODO

Se carga el aplicador de 2 a 3 lamda (0.002 a 0.003ml) de
suero problema

- Se llena el primer recipiente con la solución amortigua-
dora
Se toma una membrana con las pinzas por un extremo y se
sumerge en la solución amortiguadora. (impregne bien)
Con las pinzas se saca la membrana de la solución y se
coloca entre dos papeles secantes, para secar el exceso
de solución (rapidamente).
Con el aplicador que ya esta cargado con la muestra pro-
blema, se aplica sobre la superficie de la membrana, se
presiona el botón y se esperan lóseg., la membrana absor-

_be toda la muestra.
_ 5e.pasa inmediatamente a la cámara de electroforesis.

Efectuar la electroforesis durante Zómin.
- Se quita la membrana con las pinzas y se pasa al recipien-

te con el rojo-ponceau durante 10min.
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8 . - Se sa ca la membr ana, se escur re y se pasa al recipien
te con ácido acético al 5% y se. enjuaga cuantas veces 
sea necesario para que quede clara. 

9.- Se saca y se pasa al recipiente con ácído acético y al
cohol etflico para clarificarla 

10.- Se saca y se deja secar al aire 
11.- Se coloca la membrana en un sobre se plá stico, queda l ista 

para cuantificarse y graficarse. 
12.- Se prende el densitómetro, se esperan 10min para que se 

caliente. 
13.- Se coloca el sobre de plástico que tiene la memb r ana, so 

bre la placa portamembrana. 
14.- Se corre la placa y se espera que se com~lete ésta. 
15.- Se saca la hoja de papel milimétri co con su gráfica y se 

toman los resultados. 
16.- Los resultados que se obtienen de cada suero prob lema y 

su gráfica correspondiente nos informa el porcentaje, los 
gr/% y el por centaje normal promedio de cada una de las 
fracciones. 

La albúmina ocupa normalmente del 52 a l 68% del valor protéi
c o to ta l , l a s <J 1 o bu l i nas que se h a·n d i v i d id o en base a su m o -
vilidad electroforftica en alfa 1, alfa 2 , bet a y gamma, el co~ 

ciente albúmina/globulina y las protef nas totales. 

En el Mieloma Multiple sólo se acumulan ano rmalmente una cla 
se de moléculas de inmunoglobulinas. El exáme n electrofóre
tico de éstas pro1e fnas revela una banda bie n definida que 
forma un pico muy alto y estrecho en el traza do del densitó
met rrr. · Recibe el nombre de "pico M", en el sentido del Miel o
ma; esta M no sig nifica inmunoglobulina M. Se ha observado 
que más de la mitad de los pacientes con Mieloma Multiple pro
ducen IgG y un tercio· IgA. 

Så.

8.- Se saca la membrana. se escurre y se pasa al recipien-
te con ácido acético al 5% y se enjuaga cuantas veces
sea necesario para que quede clara.

9.- Se saca y se pasa al recipiente con acido acético y al-
cohol etílico para clarificarla

10.- Se saca y se deja secar al aire
11.- Se coloca la membrana en un sobre se plástico, queda lista

para cuantificarse y graficarse.
12.- Se prende el densitómetro, se esperan 10min para que se

caliente.
13.- Se coloca el sobre de plástico que tiene la membrana, so-

bre la placa portamembrana.
14.- Se corre la placa y se espera que se complete esta.
15.- Se saca la hoja de papel milimétrico con su gráfica y se

toman los resultados.
16.- Los resultados que se obtienen de cada suero problema y

su gráfica correspondiente nos informa el porcentaje, los
gr/% y el porcentaje normal promedio de cada una de las
fracciones.

La albúmina ocupa normalmente del 52 al 68% del valor protei-
co total, las globulinas que se han dividido en base a su mo-
vilidad electroforëtica en alfa1, alfaz, beta y gamma, el co-
ciente albúmina/globulina y las proteinas totales.

En el Mieloma Multiple sólo se acumulan anormalmente una cla-
se de moléculas de inmunoglobulinas. El exámen electrofore-
tico de éstas proteínas revela una banda bien definida que
forma un pico muy alto y estrecho en el trazado del densitó-
metro. Recibe el nombre de "pico M", en el sentido del Mielo-
ma: esta M no significa inmunoglobulina M. Se ha observado
que mas de la mitad de los pacientes con Mieloma Multiple pro-
ducen lgG y un tercio'IgA.
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CALCULO DE LOS RESULTADOS 

Y

CALCULO DE LOS RESULTADOS



V CALCU LO DE LOS RESULTADOS 

1.- Los valores de absorbancia de la curva de calibración y 
cinéticas de tiempo de cada proteina se calculan y se -
trazan en pape l milimétrico de la siguiente maner a: 

a) Para las cur vas de calibración se grafica la concentra
ción {eje de las abscisas X) contra la lectura de la ab
sorbancia (densidad óptica, eje de las ordenadas Y). 
Los valores se corrobora n estad1sticamente mediante la 
prueba de la r de Pea rson (regresión lineal de cada curva ) . 

b) En las cinéticas de tiempo se grafica ~onc entr ación y 
tiempo (X ) cont~a la absorbancia O.O . ( Y). 

2 . - Para la dilución 6ptima del ant i geno , la diferencia de 
la lectura inicial (E 1) y final (E 2 ) de cada una de las 
cinéticas de tiemp o nos da la extinción E= E2 - E1 (Y) . 
Se traza contra l¿ dilución del sue ro control (X) . 

3.- Extrapolar en la s cartas de co nt rol de calidad, las lec
turas del intraensayo e interensa yo . En cada carta cal
cular la media (Y) , desviación sta ndar (OS) y coeficien 
te de variabilidad (C . V. ) .para determinar la pre cisión 
y confiabilidad del método. Tr azar en papel mili métrico. 

4.- Clasificar el patrón electroforético de lo~ proteingra
mas para sueros con diagnóstico de Mieloma . Comparación 
entre las medias Y1 y Y2 de dos muestras, para saber si 
amba s pertenecen a la misma población mediante la T de 

student. 
5. - Para la correlació n, entre los métodos de Turbid i metria, 

Nefelometría e Inmunodifusión Radial, requirió cada uno 
de estos estadisticamente de la prueba r de Pearson. En 

V CALCULO DE LOS RESULTADOS

- Los valores de absorbancia de la curva de calibración y
cinéticas de tiempo de cada proteína se calculan y se -
trazan en papel milimétrico de la siguiente manera:

a) Para las curvas de calibración se grafica la concentra-
ción (eje de las abscisas X) contra la lectura de la ab-
sorbancia (densidad óptica, eje de las ordenadas Y).
Los valores se corroboran estadísticamente mediante la
prueba de la r de Pearson (regresión lineal de cada curva)

b) En las cinéticas de tiempo se grafica concentración y
tiempo (X) contra la absorbancia D.O. (Y).

- Para la dilución óptima del antígeno. la diferencia de
la lectura inicial (E1) y final (E2) de cada una de las
cinéticas de tiempo nos da la extinción E= E2 - E1 (Y).
Se traza contra le dilución del suero control (X).

3.- Extrapolar en las cartas de control de calidad. las lec-
turas del intraensayo e interensayo. En cada carta cal-
cular la media (X), desviación standar (DS) y coeficien-
te de variabilidad (C.V.) para determinar la precisión
y confiabilidad del método. Trazar en papel milimetrico.

- Clasificar el patrón electroforético de los proteingra-
mas para sueros con diagnóstico de Mieloma. Comparación
entre las medias X1 y T2 de dos muestras, para saber si
ambas pertenecen a la misma población mediante la T de
student.

_ Para la correlación, entre los métodos de Turbidimetría,
Nefelometría e lnmunodifusión Radial, requirió cada uno
de estos estadísticamente de la prueba r de Pearson. En



ca da corre lación se calcula el valor de r (regr~ s ió n li
neal), pen dient e y punto de intersección de éstct: 

Y= mx + b 
6.- Calcular el porcentaje y valores de r eferencia del total 

de muestras de cada protei na. Empleo de Y, OS , C.V , 
Y: 1DS , Y~ 2DS , como ~edidas estadisticas para el 

cálculo de los valores de referencia. 

VALO RES DE REFERENCIA NEFELOMETRIA 

SU ERO ESTANDAR DE REFERENCIA SUERO CONTROL 
IgG 11 70 mg / dl I gG 131 o mg/dl 
IgA 234 mg/dl IgA 270 mg/ d i 
IgM 111 mg / dl IgM 150 mg/dl 

C3 77 mg/dl C3 95 mg/dl 
• C4 12 . 2 mg/dl C4 24 mg /dl 

EE

cada correlación se calcula el valor de r (regresión li-
neal), pendiente y punto de intersección de ésta:

Y= mx + b
6.- Calcular el porcentaje y valores de referencia del total

de muestras de cada proteína. Empleo de Y, DS , C.v ,
Y Í 1DS . Y Í 2DS . como medidas estadísticas para ei
calculo de los valores de referencia. '

VALORES DE REFERENCIA NEFELOHETRIA

SUERO ESTANDAR DE REFERENCIA SUERO CONTROL

lgG 1170 mg/dl
lgA 234 mgfdl
IQH 111 mg/dl

C3 77 mgfdl
. C4 12.2 mgfdl

lgG
A 270

150
C3 95
C4 24

H

131 mg/dl
mgldl
mg/dl
mg/dl
mg/dl
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VI RESULTADOS 

Las gráficas 1,2,3,4 y 5 corresponden a las curvas de calibr a
ción de cada una de las prote1nas plasmáticas por el Método de 
Turbidimetr1a. 

En cada una de estas se trabajaron 11 diluciones del suero es 
tandar con la finalidad de verificar los rangos óptimos: 
IgA (54.2-434), IgM (5.75-184), IgG (51.2 -3280 ), C3 (19 .25-23 1) 
y C4 (2.7-32.4). A cada lectura inicial se le resto la lectura 
del blanco. 

Se obtuvo una correlación positiva alta r•0.99 para cad a curva 
de calibración. Las lecturas de las concentraciones de cada 
prote1na se observan en la tabla #1. 

En las gráficas 6,7,8,9 y 10, de la s cinéticas de reacción de 
estas prote1nas se trabajaron 2 variables depe ndientes: 
tiempo y concentración, observandose una velocidad de reacción 
mayor en las diluciones 1:2 decreciendo en estas has~a llegar 
a la dilución 1 :256. La tabla #2 muestra las absorbancias 
(O.O.) para la concentración y tiempo de estas proteinas. 

A partir de las curvas de cinética de reacción se elaboran cur 
vas para las diluciones óptimas del antigeno (suero estandar). 
Estas últimas se elaboran de la diferencia de la lectura in ic ial . 
(E

1
)-cón respecto a la final (E 2) para asi obte ner la ~E pro -

medio de cada una de las le ct uras de la ci nética. La tabla #3 
muestra el prom edio de cada lectura para estas proteinas. 

Las ca rtas de control de calidad después de 10 dias se esque-

vi nssutrnoos

Las gráficas 1,2,3.4 y 5 corresponden a las curvas de calibra›
ción de cada una de las proteinas plasmáticas por el Método de
Turbidimetria.

En cada una de estas se trabajaron ll diluciones del suero es-
tandar con la finalidad de verificar los rangos óptimos:
lgA (54.2-434), IgM (5.75-184]. lgG (51.2-3280), C3 (19.25-231)
y C4 (2.7-32.4). A cada lectura inicial se le resto la lectura
del blanco.

Se obtuvo una correlación positiva alta r-0.99 para cada curva
de calibracion. Las lecturas de las concentraciones de cada
proteina se observan en la tabla #1.

En las gráficas 6,7,8,9 y 10, de las cinéticas de reacción de
estas proteinas se trabajaron 2 variables dependientes:
tiempo y c ^ tración, observandose una velocidad de reacción
mayor en las diluciones 1:2 decreciendo en estas hasta llegar
a la dilución 11256. La tabla §2 muestra las absorbancias
(D.O.) para la concentración y tiempo de estas proteinas.

Q :I (D fl I) 1'

A partir de las curvas de cinética de reacción se elaboran cur-
vas para las diluciones óptimas del antígeno (suero estandar).
Estas últimas se elaboran de la diferencia de la lectura inicial
(51)`con respecto a la final (E2) para así obtener la ¿SE pro-
medio de cada una de las lecturas de la cinética. La tabla #3
muestra el promedio de cada lectura para estas proteínas.

Las cartas de control de calidad después de 10 dias se esque-
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matizan en las gráfica s 16, 17 , 18, 19 y 20. Estas representan l a 
confiabilidad, precisión y exa ct itud de la técni ca Turbidimétri

ca . Los proteingramas obtenidos de los patrones e le ctroforéticos 
fueron: 

1.- IgG 

6.- IgM 

2 . - I gA 

7.- lgM 

3. - IgG 

8. - IgG 

4. - I gG 

9. - IgG 

5. - lgM 

1 O. - l gG 

Aparte de los protei ngram as de Mieloma Multiple anteri ores, se 

obtuvieron 6 más con un patrón normal. 

La correl ación entre los 3 métodos fué: 

IgA la co rrelac ión entre la técni ca de Tu r bidimetría vs Ne
felometría dió una r=0.98 de un total de 20 muestras. 

Gráfica # 21 

IgG la correlación entre la técnica de Tu rb idimet ría vs Ne
felometría dió una r=0.97 de un total .de 20 muestras. 
Gráfica #22 

IgM se co rrelaci onó Turbidimetría vs Nefe lo metría e Inmun o

difusión Radial. Tu rbidime t r ía vs Nefelo metría dió r=0.93 
para 10 muestras. Turbidimetría vs Inm unodi fusión Radial 
(IDR) di6 r=0.99 para 10 muestras. G rá fi ,~ #23 

C3 la correlación de Turbidimetría vs Nefelo metr ía di6 una 
r=0.93 , y Turbidimetr!a vs IDR dió r=0.96, en ambas correla 
cio nes se emplearon 10 mue s tras para cada curva . Gráfica #24 

Finalme nte la corre~ación para C4 e ntre Turbidi metrla vs Ne

felo metría dió una r =0.98 de un t otal de 15 mues tras. 

Gráfica # 25 

63.

matizan en las gráficas 16.i7,\8,19 y 20. Estas representan la
confiabilidad, precisión y exactitud de la técnica Turbidimétri-
ca. Los proteingramas obtenidos de los patrones electroforéticos
fueron: '

1.- lgG 2.- lgA 3.- lgG 4.- lgG 5.- lgM
6.- IgM 7.- lgM 8.- lgG 9.- IgG 10.- Igê

Aparte de los proteingramas de Mieloma Multiple anteriores, se
obtuvieron 6 más con un patrón normal.
La correlación entre los 3 métodos fué:

IgA la correlación entre la técnica de Turbidimetria vs Ne-
felometria dió una r=0.98 de un total de 20 muestras.
Gráfica # 21

lgG la correlación entre la técnica de Turbidimetria vs Ne-
felometria dió una r=0.97 de un total de 20 muestras.
Gráfica #22

Ig! se correlacionó Turbidimetría vs Nefelometria e inmuno-
difusión Radial. Turbidimetria vs Nefelometria dió r=0.93
para 10 muestras. Turbidimetria vs Inmunodifusión Radial
(IDR) dió r=0.99 para 10 muestras. Gráfi.. #23

C3 la correlación de Turbidimetría vs Nefelometria dió una
r=0.93, y Turbidimetria vs IDR dió r=0.96. en ambas correla-
ciones se emplearon 10 muestras para cada curva. Gráfica #24

Finalmente la correlación para C4 entre Turbidimetría vs Ne-
faiometría oió una r=0.98 de un total de 15 muestras.
Gráiica # 25
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La t abl a# 4, mu es t ra l os valore s de l as ab surbanc1a s (O . O.) 
par a cada corre lac ión obtenida por l os tres mét odos de i nmu

noprec i pitac i ón. 

La gráfica #26, muestra los porcentajes normales y anormal es 

de to das estas pr otelnas plasmáticas. La gráfica #27 fué 

e labo ra da a parti r de los valores de referencia normal es de 
una pob la c i ón mes t i za mexicana para cada protelna pl Jsm ática . 

Est os valores de referencia se representan en la tabla #5. 

69.

La tabla # 4, muestra los valores de las absorbancias (D.O.)
para cada correlación obtenida por los tres métodos de inmu-
noprecipitación.

La gráfica #26. muestra los porcentajes normales y anormales
de todas estas proteinas plasmáticas. La gráfica #27 fue
elaborada a partir de los valores de referencia normales de
una población mestiza mexicana para cada proteina plasmática
Estos valores de referencia se representan en la tabla #5.
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lg.G IgA IgM C3 C4 

~~ ~ ~ ~ ~~ 
n= 20 n• 20 "'" 10 n• 10 

"'" 1!5 
r•O . 98 ,. 0 . 97 ra O. 93 ,. o. 93 r•0 .98 

t=0.3 p=0.7 t=0.9 p=0.3 t= 0 .6 p=0.!5 
conc. con c. conc. con c. con c. conc. con c. con c. con c. con c. 

731 475 187 175 77 67 106 97 11 15 
1306 1148 234 285 147 174 70 62 12 16 
1463 1241 193 147 98 100 62 47 13 18 
1045 727 234 245 98 98 55 62 14 19 
1620 1289 263 323 98 91 92 83 12 17 
2146 2223 216 224 10!5 94 77 66 16 20 
2090 2316 181 124 98 78 66 61 1!5 19 
1306 767 263 299 105 11!5 73 64 17 22 
2769 2223 140 120 91 71 !59 50 12 16 
1933 1523 245 279 105 A? 62 50 17 22 
2393 3515 167 319 

~ ~ 
16 21 

!5210 6652 233 332 18 23 
5210 6100 167 187 14 19 
798 IOOA 1888 3638 3_Q.4 294 110 98 18 ?~ 

1861 1817 147 546 386 354 106 86 11 15 
2553 3630 113 1.89 304 294 118 107 
2553 3630 970 1215 117 155 89 71 
5424 5723 910 1815 258 259 118 111 
5105 5480 80 283 117 15!5 ; 14 98 
2287 1950 342 396 258 259 123 116 

340 320 106 98 
246 250 123 111 
293 285 102 90 

n=IO n= 10 
r =O. 99 r = 0 .96 
t=0.05 p:0.9 

Tabl a No4. Valore s de c orre lac ion de los 3 Metodos de Inmunoprecipitac ion. 
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11= 2o 11-2o n=I0 «'10
ra 0.93 II O. 93

t= 0.6 p=O.5

n=I5
rl 0.98
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137
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11961 11217 147 546
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_3-424* 3723 910 \ 1313

12227 19302 342 T 396 258
I55
259 |23 II6

Tabla N04. Valora do Correlación da los 3 Måtodos dc Ir1munopr0c1pm1c1ò11

340 320 IO6 98 11
h 2-se 250 I23

293 285
III

I02 90
11=IO
r = 0. 99

t=0.05 p=0.9

n=I0
r= 0.96



CORRELACION ENTRE EL METOOO DE TURBIOIMETRIA 

Y NEFELOMETRIA PARA LA DETERMINACION IQA 
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CORRELACION ENTRE METODO DE TURSIOIMETRIA 

Y NEFELOMETRIA EH LA DETERMINACION C3 
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IgG 

IoA 

IgM 

C3 

C4 

TURBIDIMETRIA NEFELOMETRIA I . O . R . 

x = 1408 X= 1307 
OS. = 403 .5 os.= 443 
C.V= 28.6 %mg/dl C.V. = 34% 800 - IBOOmg/dl 
X.! 1 osC1006-1812> X! 1cs64-11so>m9/dt 

X=200 X=261 
os. = 63.7 os. = 1oe 

C.V. = 32% C.V.=41% 90 - 450 m9/dl 
x t 2c13-:321> mgldl X!2C44-477)moldl .. 
X=l82 X=97 X= 262 

os. = 63.7 OS.=30 OS.=64 
C.V.= 56% C.V.= 31% C.V.= 24% 
xt 2C8o- 284)mofdt X! 2C37-t57)mg/dt xt 1 Ct98-32Smgldt 

x= 91.5 x=64 X=98 

OS.=23.8 OS.=15 OS.•13 
C.V.=26% C.V.=24% C.V.=14% 
X! 2c42-102)mofdt >l! 2(34-94)mg/dl it 2c12-124>moldt 

X=l4A X= 16.I 

DS.=2.5 DS.= 1.16 

C.V.=17.3% c.v. 7. 2% 20-50 mg/dl 
X= IDS( ll.9-16.9)mg/dl X= 1OS(14.9-17.2}mofdl 

Tabla No5. Valores de Referencia de una Pobl acion 
Normal Mexi cana por los 3 Metodos de 1 nmunoprecipitac ion 

1 

IQG

TURBIDIMETRIA NEFELOMETRIA I. D.R.

T

x=14oa 1
ns.= 403.3
c.v= 23.3 31.1111;/az 1
¡E3 |1:1s(1ooe-12121 1

ï=13o7
ns.=4-13
C.V. = 34 76
ì ± 11364 -173011119/111

aoo - 1300111@/a1
I1

IQA

X=200 I
DS.: 63.7

C.Y.= 32%
Í 2 2(73'32T)mq/dl 1

x= 231
1:›s.=1oa
c.v.= 41%
ï± 2144-47711111;/111

90 ' 450 mg/dl

1

1"

Iqhl

x=1a2 1'
ns.=s3.7
c.v.= 36%
ì'± 2120 - 20411119/1111

x= 97
ns. =3o
c.v.= 31-L
ì± 2137 -13711119/31

x= 232
os.= s4
c.v.= 24%
¡sl (190-3201119/111

i.1

C3

x= 91.3 1
1:1s.= 23.3
c.v.= 26-1:. 1
if: 2(42~1o2›111q/111 1

x= 34
os.= 13
c.v.= 241.
21 2134-9411119/al

I

ï= se
1:›s.=13
c.v.=1-sx
ì± 2t72-1241111.;/111

1
11

C4

x=;4A 1
DSFZ5 1

C.V.=|T.3%
X: |DS(||.9“lG.5)l'rq/:D

ì=1&1
Ds=u6
C . V. 7. 2 '76
X: I DS( 143-17211119/11

20 " 50 mg/dí

'1

i
i

†11bIc11~|05. Valores do Referencia da una Población
Normal nluicunu por los 3 Metodos do Inrnunoprocipitaciòn

1



VALO RES DE REFERENCIA 
DE 

lgCJ I gA IgM C3 C4 

DE PROTEINAS PLASMATICAS POR 3 METODOS 
INMUNOPRECIPITACION 

I9G IgA hM C3 C4 IgG I9A I9M C3 C4 
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VII OISCUSION 

La sensibilidad de la reacción antlgeno-anticuerpo en el mé todo 

de Turbidimetrla, mostró que al hacer 11 diluciones seri ad as del 
sta ndar de calibración para cada curva de con centra ció n, sirvi ó 
para delimitar las zonas de menor y la mayor sensi b i lidad de la 
reacción. 

Debido a la concentración mayor de la IgG en suero, su rang o de 

sensibilidad será el mayor IgG (51.2-3280) mi entras , que para 
la concen t ración de C4 su raogo menor será de (2.7-32.4). 

De spués de haber ensayado experimentalmente la dilu ció n del -
Polietilenglicol (PEG) a 10. 100, 20, 30, 60, 40 y 50 g/l se 

observó que la dilución adecuada en la cual se acelera la vel o
cidad de la reacción antlgeno-anticuerpo, corresponde a 50g /l. 

El empleo del Twe e n 20 , es solamente como detergente, ya que 

permite disminuir la tensión superficial de l os sue ros . 

Las diluciones óptimas de l os sueros sta ndar de las diferentes 
protelnas plasmáticas, des pués de haber efectuado varias dilu

cio ne s fueron: 
IgG 1:30 IgA 1:20 IgM 1:30 C3 1:30 C4 1:10 

Es t a s diluciones muestran ser las apropiadas para de limitar la 
zona de e qu i valenci a de la reacción antlgeno -anti cuerpo j un to 

con el - aritisuer o d il ui do 1 : 10 par a todas. 

Su coeficiente de co r relación fué r = 0. 99 para cada una de ellas. 

VII DISCUSION

La sensibilidad de la reacción antígeno-anticuerpo en el método
de Turbidimetria, mostró que al hacer 11 diluciones seriadas del
standar de calibración para cada curva de concentración. sirvió
para delimitar las zonas de menor y la mayor sensibilidad de la
reacción.

Debido a la concentración mayor de la lgG en suero. su rango de
sensibilidad serà el mayor lgG (51.2-3280) mientras, que para
la concentración de C4 su rango menor será de (2.7-32.4).

Después de haber ensayado experimentalmente la dilución del -
Polietilenglicol (PEG) a 10. 100. 20, 30, 60, 40 y 50 g/l se
observó que la dilución adecuada en la cual se acelera la ve1o~
cidad de la reacción antígeno-anticuerpo, corresponde a 509/1.

El empleo del Tween 20, es solamente como detergente. ya que
permite dism r la tensión superficial de los sueros.›<. Z) CZ ›-_

Las diluciones óptimas de los sueros standar de las diferentes
proteinas plasmáticas, después de haber efectuado varias dilu-
ciones fueron:

lgG 1:30 lgA 1:20 lg! 1:30 C3 1:30 C4 1:10
Estas diluciones muestran ser las apropiadas para delimitar la
zona de equivalencia de la reaccion antígeno-anticuerpo junto
con el`antisuero diluido 1:10 para todas.

Su coeficiente de correlación fue r = 0.99 oara cada una de ellas.



La absorbancia (O.O.) ser~ dependiente de la co ncent ración y 
tiempo para cada cinética de reacción . . Los teimpos de reac
ción fueron: 

IgG 10-120 seg IgM. C3 y C4 10-180ieg 
y el mayor correspÓnde a IgA 10-240seg 

71. 

Las cartas de control de calidad presentan pequeñas diferencia s 
en ios promedios de lectura de cada proteina plasm~tica, sin 
embargo ningún caso rebasa los limites de tolerancia a partir 
de la media, tanto para el limite superior, como para el limite 
inferior (99 %). El coeficiente de variabilidad (C.V.) para 
cada una dué de: 

IgG 2.9. IgA 4.9. IgM 3.2. C3 1.6 y . C4 2.9 

Mediante el especto de absorción de estas proteinas plasm~ti
ca s, nos es posible observar que la mayor lectura para éstas se 
hall a a 340nm, por lo cual se eligió esta longitud de onda para 
el presente trabajo, ya que otros autores afirman que las mejo
res lecturas para dichas proteinas plasm~ticas se hacen en lon-
gitudes de onda correspondientes entre 360 y 380nm (43). 

Al variar la concentración iónica temperatura y pH se altera el 
curso de la reacción de precipitación. 

En cuanto a la temperatura no existe una diferencia significati
va en el curso de reacción entre zsºc y 35°c. La temperatura 
para co ndiciones sta ndar adecuada s fué de 35°C . 

El pH adecuado para condiciones standar, fué de 7.0 para el di 

luyent~ del polietilenglicol. 

Los antisueros li quides adecuad os para la técnica de Turbidi-

7%.

La absorbancia (D.O.) será dependiente de la concentración y
tiempo para cada cinética de reacción. Los teimpos de reac-
ción fueron:

lgG 10-120 seg Igfl, C3 y C4 10-180seg
y el mayor corresponde a lgA 10-240seg

Las cartas de control de calidad presentan pequeñas diferencias
en los promedios de lectura de cada proteina plasmática. sin
embargo ningún caso rebasa los limites de tolerancia a partir
de la media, tanto para el limite superior, como para el limite
inferior (99%). El coeficiente de variabilidad (C.V.) para
cada una due de:

lgG 2.9, lgA 4.9, lg! 3.2, C3 1.6 y C4 2.9

proteinas plasmáti-
lectura para éstas se
longitud de onda para
afirman que las mejo-

Mediante el especto de absorción de estas
cas, nos es posible observar que la mayor
halla a 340nm, por io cual se eligió esta
el presente trabajo, ya que otros autores
res lecturas para dichas proteinas plasmáticas se hacen en lon-
gitudes de onda correspondientes entre 360 y 380nm (43).

Al variar la concentración iónica temperatura y pH se altera el
curso de la reacción de precipitación.

En cuanto a la temperatura no existe una diferencia significati
va en el curso de reacción entre 25°C y 35°C. La temperatura
para condiciones standar adecuadas fué de 35°C.

El pH adecuado para condiciones standar, fué de 7.0 para el di-
luyente del polietilenglicol.

Los antisueros liquidos adecuados para la técnica de Turbidi-
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metría son los ae conejo, conocidos como de alt o grado Nefe
lométrico. Los anttsueros de la Quím i ca Hoech ts proveen exce

lentes resultad os . 

En cuanto a los Métodos de Nefelometrfa e Inmunodifusi6n Ra

dial, se observó que hay una buena correlación co n el M~todo 

de Turbidimetrí a , pero para el tiempo de las lecturas, éste 

varia mucho de acuerdo al método. 

En el Mieloma Multiple sólo se acumulan anormalmente una cla
se de moléculas de inmunoglobulinas. El ex~men electrofóret i 
co de estas protein~s revela una banda bien definida que for

ma un pico muy alto y estrecho, La inmun og lobulina del Mie 
loma puede corresponder a cualquiera de las· inmunoglobulinas . 

La albúmina ocupa normalmente del 52 al 68% d~l valor pr otéica 
total, las globulinas que se han dividido en base a su movil t 

dad electroforética en alfa 1 , alfa 2 , beta y gamma, el cocient e 
albúmina/globu lina y las proteínas totales . 

72.

metría son los se conejo, conocidos como de alto grado Nefe-
lométrico. Los antisueros de la Quimica Hoecnts proveen exce-
lentes resultados.

En cuanto a los Métodos de Nefelometria e lnmunodifusión Ra-
dial. se observó que hay una buena correlación con el Metodo
de Turbidimetria. pero para el tiempo de las lecturas. éste
varia mucho de acuerdo al método.

En el Mieloma Multiple sólo se acumulan anormalmente una cla-
se de moléculas de inmunoglobulinas. El exámen electrofóreti-
co de estas proteinas revela una banda bien definida que for-
mã UH DÍC0 muy flltü y estrecho. La inmunoglobulina del Hie-
loma puede corresponder a cualquiera de las inmunoglobulinas.

La albúmina ocupa normalmente del 52 al 681 del valor proteico
total: las globulinas que se han dividido en base a su movili-
dad electroforética en alfa¡, alfaz, beta y gamma, el cociente
albúmina/globulina y las proteínas totales.
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VIII CONCLUSIONES 

El espectrofotómetro Carl -Zeiss así como el espectrofotémetro 

Coleman Junior, mostraro n ser aparatos adecuados para el mon

t a je y aplicación de la Técnica Turbidimétrica, disponibles 
para cualquier Laboratorio Clí nico. 

La Turbidez medid a por Turbidimetría puede ser cuantificabl e 
a los 2min . ( 90 % de su valor máximo), a diferencia de Nefel o
mitría, ya que sus lecturas se harlíl después de 1hrs. de l a 

reacción antígeno-anticuerpo y por Inmunodi'fusi6n Radia l hasta 
las 48hrs. 

La Co~relación entre las técnicas de Turbidimetría, Ne felome 
tría e Inmunodifusión Radial fué positiva y alta para las t r es , 

el coeficiente de correlaci ón fué de r= 0.93 a 0 .99, se obse r 
vó que en IgM y C3 la correlación fué mayor entre Turbidimetrí a 
vs IDR, a diferencia de Turbidimetría vs Ne felometría, debid o 
probablemente a su PM de éstas, IgM 900,000 y C3 180,000 . 

Para IgG , IgA y C4 la co rrelación es similar entre Turbidime
tría vs Nefelometría, debido pr obablemente. a sus característ i 

cas fisic oquímicas semejantes. 

En las lecturas para los valores de referencia obtenidos de 
una población mestiza mexicana de las proteínas plasmáticas, 
la técnica de Nefelometría tuvo un mínimo mayor de po r centaje 

de presició n con respecto a Turbidimetría e IDR. 

VIII CONCLUSIONES

El espectrofotómetro Carl-Zeiss asi como el espectrofotemetro
Coleman Junior, mostraron ser aparatos adecuados para el mon-
taje y aplicación de la Técnica turbidimétrica, disponibles
para cualquier Laboratorio Clinico.

La Turbidez medida por Turbidimetria puede ser cuantificable
a los Zmin. (90% de su valor maximo), a diferencia de Nefelo-
metrla, ya que sus lecturas se harán después de lhrs. de la
reacción antígeno-anticuerpo y por Inmunodrfusión Radial hasta
las 4Bhrs.

La Correlación entre las técnicas de Turbidimetria, Nefelome-
tria e Inmunodifusión Radial fue positiva y alta para las tres.
el coeficiente de correlación fue de r= 0.93 a 0.99, se obser-
vó que en lgM y C3 la correlación fué mayor entre Turbidimetria
vs IDR, a diferencia de Turbidimetria vs Nefelometria, debido
probablemente a su PM de éstas, lgM 900,000 y C3 180.000.

Para lgG, lgA y C4 la correlación es similar entre Turbidime-
tría vs Nefelometrla, debido probablemente,a sus caracteristi-
cas fisicoouímicas semejantes.

En las lecturas para los valores de referencia obtenidos de
una población mestiza mexicana de las proteínas plasmáticas.
la técnica de Nefelometria tuvo un minimo mayor de porcentaje
de presición con respecto a Turbidimetria e IDR.



74. 

En el Control de Calidad elaborado para cada proteina plasmá
tica por Turbidimetria los limites de confianza de este méto
do se ajijstan dentro de los limites de confi~nza de los méto
dos enzimaticos. C.V. = 10-20%. 

El montaje y adaptación del Método Turbidimétrico obtuvo re
sultados favorables: 

a) El Espectrofot6metro fué el adecuado 
b) Los reactivos y anti sueros proporcionados por .la 

Quimica HoeGhts, y que se emplean para Nefelometria, 
pueden ser utilizados por el Método de Turbidimetria, 
con la gran sensibilidad, especificidad y presici6n 
esperadas. 

74.

En el Control de Calidad elaborado para cada proteína plasma-
tica por Turbidimetrla los limites de confianza de este méto-
do se ajustan dentro de los limites de confianza de los méto-
dos enzimaticos. C.V. = 10-20%.

El montaje y adaptación del Método Turbidimétrico obtuvo re-
sultados favorables:

a) El Espectrofotómetro fue el adecuado
b) Los reactivos y antisueros proporcionados por_la

Química Hoechts, y que se emplean para Nefelometría,
pueden ser utilizados D0r el Método de Turbidimetría
con la gran sensibilidad, especificidad y presición
esperadas.
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