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El montaje y adaptacién del Mé&todo Turbidimétrico, se llevo a
cabo con resultados confiables.

Se empleb un Espectrofotfmetro, con fuente de luz de tungsteno
que estd al alcance de todos los Laboratorios Clinicos.

En la determinacifén de las proteinas plasmiticas especificas,
se obtuvd una gran sensibilidad, especificidad y presicifn.

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

Se obtuvieron los valores de referencia para las protefnas
slasmdticas IgA, IgM, IgG, C3 y C4 de dicha poblacién.

Las técnicas de inmunoprecipitacibén-utilizadas fueron:
Turbidimetria, Nefelometria e Inmunodifusi6n Radial,

empleando los mismos reactivos y antisueros en cada una de

estas técnicas para la obtencién de los valores de referencia.

La correlacién de los valores obtenidos por las distintas téc-
nicas de inmunoprecipitacién para las proteinas plasmaticas,
es muy aceptable; habiendo entre estas un promedio de corre-
laci6n de r=0.93 a 0.99
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La cuantificae-16n de proteinas plasmdticas tiene gran impor-
tancia en el dizanfstico clinico y monitorec de diversos pade-
cimientos: Inmunodeficiencia (hipogamagiobulinemia ligada al
sexo, i1nmunodeficiencia comln, gastroenteropatias, sindrome
nefrético), Infecciones (mononucleosis infecciosa, tuberculo-
sis, endocarditis), Enfermedades hepdticas (hepatitis infeccio
sa, cirrosis alcoh6lica, cirrosis biliar, hepatitis actiwa -
crénica), Lupus eritematoso sistémico, Artritis reumatoidea,
Sindrome de Sjdgren, Linfoma de Hodgkin, Fibrosis gquistica,
Leucemia monocfitica, etc..

La determinacidn de proteinas plasmiticas en estos padecimien-
tos se realiza en el laboratorio en diferentes liquidos biol6-
gicos como: suero, plasma, orina, liquido cefalorraquideo y
liquido amnidtico, por diferentes técnicas eépectrofotométricas.
Los métodos inmunoquimicos por medios 6pticos han ganado cada
vez mayor aceptacidén en los Gltimos 20 anos, debido a su rapi-
dez, sensibilidad, especificidad y simnlicidad. La determina-
cién de la luz dispersada por las macromecléculas, constituye
la base de muchos métodos fisicos y analfiticos, que se han
adaptado a los métodos inmunoquimicos como Nefelometria y Tur-
bidimetria. '

La reaccifn de precipitacibén antigeno-anticuerpo, 2s la reac-
cién bdsica sobre la que se ha desarrollado la inmunoguimica;
la gran sensibilidad y su especificidad la hace de gran valor
para distinguir e identificar diferentes proteinas.

El descubrimiento y el nombre de la reaccidn de precipitacidn,
se atribuye a Kraus (1897) quién observ6 que se formaba un pre
cipitado al mezclar filtrados de caldo de cultivo de bacilos
tifofdicos (25).
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Kabat mostrd que las pruebas de precipitacidn son Gtiles para
determinar antigenos tisulares normales en preparaciones puri-
ficadas de virus (3),

Folin y Denis (1914) basandose en una técnica de enturbiamien-
to producido por el dcido sulfosalicilico, introdujeron la téc-
nica turbidimétrica de las protefnas en orina. Posteriormente
esta técnica se aplic6éd también en la determinacibn de proteil-
nas en liquido cefalorraquideo (4).

Libby (1938) public6 un método turbidimétrico rdpido y conve-
niente, empleado posteriormente por ser6logos comparativos,
quienes determinaban las curvas de turbidez agregando dilucio-
nes en serie al doble (25).

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

Boyden (1947) midi6 la turbidez espectroscdpicamente de poli-
sacdridos de neumococo correlacionandolo con el contenido de
nitrégeno precipitado (41).

Las reacciones de precipitacién son frecuentemente cuantifica-
das por turbidez a 350nm, ya que esta longitud de onda se ha-
11a sobre el rango de absorcidn normal de inmunoglobulinas y
antigenos protéicos, (Vincent, Harris and Yaverbaum 1970; -
Davies 1971; Ansari and Salohuddin 1973; Nazaki 1973) (43).

Existen, en quimica clinica, varios procedimientos analiticos
fundamentados en la medida del grado de enturbiamientc produ-
cido en la reaccidén antfgeno-anticuerpo; estas métodos inmunon
quimicos conocidos son: Inmunodifusifn Radial (IRD), Nefelome-



tria y Turbidimetria.

El tiempo de determinacién varfa; desde 48hrs., lhr. y 60 se-
gundos respectivamente; y se requieren antisueros de afinidad

y titulo relativamente elevados procedentes de conejos, cabras,
bovinos , cobayos y de agentes polimeros para acelerar la
reaccidn.

El método turbidimétrico (inmunoquimico) requiere de polimeros
lineales solubles en agua; como el Polietilenglicol 6000 (PEG),
el cual no forma parte de los complejos antfigeno-anticuerpo y
probablemente actla por exclusifén esférica de macromoléculas
para el dominio del polimero, aumentando asi la velocidad de

la reaccibén antigeno-anticuerpo (6).

La tendencia actual en los laboratorios de andlisis clinicos
es la automatizacidn de los procedimientos analiticos, con el
fin de simplificar y obtener en el menor tiempo posible resul-
tados 6ptimos, para detectar el grado de concentracib6n y nor-
malidad de un suero.

Los primeros métodos empleados en quimica clinica que se adap-
tarén a la automatizacibdn, fueron espectrofotométricos, pero
en la actualidad aumenta mds el interés de desarrollar nuevas
técnicas y métodos para la investigacidn clinica empleando mé-
todos inmunoquimicos, propiciando el diagn6stico inmunolfgico
al servicio de la Salud PGblica.

Al trabajar en el laboratorio de Inmunologia del Hospital de
Especialidades del Centro Médico la Raza, en donde se realiza
el método de Nefelometria, empleando un Nefelfmetro Laser, los
reactivos y antisueros proporcionados por la Quimica Hoechst,
se pensd, en desarrollar la adaptacifn de la técnica Turbidi-



métrica para l¢ determinacifn de proteinas plasmiaticas, usando
los mismos reactivos gue por Nefelometria, pero contando con
un aparato Gptico simple, como un especirofctémetro de fuente
de luz de tugsteno, gue pudiese estar al alcance de los labo-
ratorios con menores recursos econfmicos; el prop6sito de este
tema de tesis es estandarizar el método de Turbidimetria para
beneficiar a una mayor poblacidn de pacientes en el diagrfsti-
co y monitoreo de diferentes padecimientos, con las ventajas
de su cuantificacidén de proteinas plasmdticas especificas en
casi todos los fluidos orgdnicos, con la misma sensibilidad y
especificidad del método inmunoquimico Nefelométrico.
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A) INMUNOGLOBULINAS

Son protefnas producidas por células plasmdticas derivadas de
linfocitos B activados por el antigeno, tienen propiedades es-
tructurales comunes y poseen la capacidad para combinarse espe-
cificamente con el antigeno inductor. Todas las moléculas de
inmunogiobulinas constan de dos partes de cadenas polipeptidicas.
El par mds largo, compuesto de dos cadenas pesadas, tiene doble
peso molecular que las cadenas méds 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 aminodcidos de la cadena pesada determina las
propiedades biolbgicas de la molécula. Cada clase 6 subclase de
inmunoglobulinas posee una secuencia de aminodcidos 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 antfgeno- reside en
la secuencia de los aminodcidos del segmento variable, localiza-
do en el extremo carboxi-terminal (C-terminal) de las cadenas pe-
sada y ligera. La porcifn 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-
ci6n tridimensional altamente estructurada, pueden ser inmunogé-
nicas si se introducen en huéspedes de otras especies (6).
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B) Propiedades fisicas y quimicas.-

Los anticuerpos pueden cdaracterizarse por sus proptedadeg fi-
cas, quimicas e inmunolégicas (con mucho las mds especificas).
Entre las propiedades fisicoquimicas mds importantes empleadas
para clasificar a los anticuerpos, se encuentran su solubili-
dad en sales y sclventes, movilidad electroforética, tamano
molecular y sedimentacién en la ultracentrifuga. Electroforé-
ticamente, la mayor parte de los anticuerpos caen dentro de
las fracciones gama y beta2 de las globulinas; unos cuantos
caen dentro de las alfa-globulinas (9).

Medianfe andlisis por ultracentrifugacifn, los anticuerpcs se
dividen en dos clases principales:

1.- aquellos con peso molecular prfximo a 1.5 X 105 daltones
y coeficliente de sedimentacibn de 7S.

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

coeficiente de sedimentacifin de 195.

Sin embargec, algunas inmunoglobulinas con actividad de anti-
cuerpo tienen coeficientes de sedimentacién entre 95 y 11S.

En el proceso de fraccionamliento del plasma humano con atanol
como solvente y a baja temperatura, la mayor parte de las in-
munoglobulinas de 75 aparecen en la fraccibdn II, como se ab-
serva en el siguiente cuadro.



Algunas propiedades fisicas y biol6gicas de clases inmunoglobulinas humanas
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¢) Estructura ge las inmunoglobulinas.-

Las inmunoglobulinas son glicoproteinas heterogéneas compues-
tas de 82% a 96% de polipéptidos y de 4 a 18% de carbohidra-
tos; la parte protfica por 4 cadenas polipeptidicas: dos cade-
nas pesadas (H) con doble peso molecular formado de 450 amino-
dcidos y dos cadenas ligeras de menos peso molecular (L) cons-
titufda por 215 residuos de aminodcidos; las cuatro cadenas
polipeptidicas estdn unidas entre s{ por puentes disulfuro y
fuerzas no covalentes como se muestra en la siguiente figura.

Cada cadena polipeptidica contiene una porcién aminoterminal,
la regidén variable (V) y una porcién carbox{lo terminal que
corresponde & la regi6n constante (C); la variabilidad de ami-
nodcidos en la regidn variable es la que confiere la heteroge-
neidad, de las inmunoglobulinas (9).

* Fab | Fe
« % .
<
- ]
-§
Coo™
.7 o

Las cadenas polizzztfdicas tridimensionalmente no existen en
secuencia lineal sino gue estan plegadas por puentes disulfu-
ro en regiones globulares denominadas como dominios; en las
cadenas H (V,, CH,, CH,, CHy, ¥ CH4) y los dominics en las ca
denas L se denominan como: VL ¥ CL s
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El sitio de combinacifn con el antigeno es la peguefia porcién
del fragmento Fab formada por un ndmero pequefio de aminodcidos
en la regién 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 (A) y las encontramos en forma igual (k,k 6X,x) en
cada molécula.

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

Porter 1959 empleé la papafina para digerir IgG y obtener 2 frag-
mentos Fab' (fijadores de Ag) y 1 fragmento Fc (cristalizable).
En 1960 Nisonoff y cols. utilizaron otra enzima proteolitica,

la pepsina que produce 1 molécula de (Fab')2 que si precipita
con Ag; estd molécula estd compuesta de 2 unidades Fab y la re-
gi6n de la bisaara, con enlaces disulfuro intercadena H (9).

ESTRUCTURA DEL ANTICUERPO

LIGERA — I PAPAINA
A .

k|

PESADA —J : 1
PEsapa — L —— '\ ]
LIGERA ——.ﬁ PEPSINA
PEPSINA / PAPAINA* SH
— =11 [=tEs s = 5] 1
Fd ‘s 5 Fag
[ rJ 3 [ | — ]
L L SH' SH T
[ 3 =
_ _ INTERMEDIOS
Flaglp J PAPAINA+SH
- | e }ne c——
_ e — ) 5
= A PO | e 3

= T } FaB
- 1, CH [
Fab SH Fav s
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Los fragmentos F(ab}2 contienen los sitios de uni6n para los
determinantes antigénicos; la porcibn central de la cadena H
llamada "regib6n de la bisagra" permite que los 2 brazos de la
molécula se inclinen para acomodar antf{genos de diferentes ta-
mafios y conformaciones (9).

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

Se ha comprobado que con moléculas de inmunoglobulinas son trans
portados marcadores genéticos. Los 2 primeros identificados se-
denominaron factores Gm e Inv 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 comprobd
que la reaccibn entre el RF de una persona determinada y los
globulos rojos revestidos de globulina gamma era inhibida por
la incubacidén previa del suero reumatoide con suero de perso-
nas normales. Algunos sueros normales inhibfan un factor reu-
matcide particular, otros no lo hacfan. Se comprobf que la
capacidad para inhibir una reaccidén particular se heredaba en
forma mendeliana, y que las sustancias inhibidoras en un suero
normal eran inmunoglobulinas. Cierto nlmero de factores here-
ditarios que reflejan loci diferentes han sido descubiertos en
esta forma, y guardan relacifn con las diversas cadenas pesa-
das de IgG, o con el tipo de k de cadena ligera. Los factores
asociados con la cadena pesada de IgG se denominan Gm (por -
gamma)y los asociados con la cadena ligera se llaman Inv (abre-
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viatura del nombre de un paciente) &, a veces, Km (andlogo a
Gm). Hay mis de 2J factores Gm y 3 Inv reconocidos. Como se
comprobl mds recientemente, se han descubtierto 4 subclases di-
ferentes de IgG y los diversos factores Gm estdn asociados can
una de esta subclase. La base quimica de los factores Gm e Inv
se describird mds tarde. Es importante sefialar que los factores
Gmv & Inv no son alélicos o sea que se heredan uno independien

temente de otro,

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

sistema.

En }os 3 sistemas (Gm, Inv, 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 transfusién. Tomo las diferencias quimicas
entre alotipos son minimas (un solo aminodcido en el caso del
factor Inv), el descubrimientoc 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 inmunologlicamente por inmunizacifn dentro de la
especie, admitiendo gue el sistema de ‘reconocimiento del ani-
mal inmunizado descubrird diferencias menores entre el antige-
no inmunizante y sus propias proteinas (51).



Como era de prover, los diversos factores Gm estédn asoclados
con subclases especificas de IgG, y los diversos factores Am
estdn asociados en forma similar con subclases especificas de
[gA. Hasta aquf en el sistema humano no se han descubierto
marcadores alotipicos para la cadena ligera 3 & 6 para la cade-
napesadaﬁ,JOé.

F) INMUNOGLOBULINA 6 (IgG) .-

En los adultos normales, la IgG humana constituye aproximada-
mente 75% del total de las inmunoglobulinas del suero. Dentro
de la clase de IgG, las concentraciones relativas de las 4
clases son aproximadamente como sigue: IgGl, 60-70%, IgG2,
14-20%; 1gG3, 4-8% e IgG4, 2-6%.

Sun

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

La IgG es la Gnica clase de inmunoglobulimnas que pueden atrave-
sar la placenta en el humano y es la responsable de la protec-
cib6n del recién nacido durante los primeros meses de su vida.
Tambi1én es capaz de fijar el complemento del suero. Su PM es
aproximadamente de 150,000, la concentracifn en el plasma es

de 900-1200 mg/dl, su vida media es de 25 dias, su coeficiente
de sedimentacibdn es de 75, movilidad electroforética es en la
porcidn gamma, tiene la capacidad de neutralizar toxinas y vi-
rus, presenta un 4% de carbohidratos (9).



G) POLIMORFISMO GENETICO.-

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 A no

se conocen marcadores alotipicos, para k se conocen como:

Inv (I), Inv (2), Inv (3); estos alotipos antigénicos especifi-
cos se encuentran distribuidos en forma diferente de acuerdo al
grupo racial y también reflejara la historia geogréfica en la
evolucién del hombre y sus raices con respecto a diferentes -
enfermedades infecciosas y el porque los hombres presentan di-
ferente susceptibilidad 6 resistencia a enfermedades.

ISOTIPOS. -

Cadenas pesadas: las variaciones de los determinantes antigé-
nicas nos da una variacién estructural obteniendose diferentes
subclases; IgG1, IgG2, IgG3 e IqgG4.

Cadenas ligeras: los marcadores genéticos se encuentran sclo
en las cadenas ligeras (Kern+/Kern-) en donde hay una substitu
cién del aminofcido #154 por glicina o serina; el 0z+/0z-
esta determinado por una substitucién en el residuo del amino-
§cido #190 por lisina &6 arginina.

— 1SOTIPOS DE LA Ig6 I=:
— Ig9G2
Lll p— | | e—
l 5$=5
S'S: - a1
p— ] | | Se— — |
IgG4a



IDIOTIPO.-

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

H)  INMUNOGLOBULINA A (IgA).-

La molécula de IgA puede presentarse como mon6mero en la cir-
culacién; en flufdos se secrecidn se presenta como dimero el
cual consiste de 2 mon6meros de [gA unidos por una pieza se-
cretoria mediante una cadena J producida po? las células ep1-
teliales. PM de 400,000, concentraciftn en plasma de 60-390mg/dl
suvidﬁ media es de 7 dias, coeficiente de sedimentacifdn 75,

su movilidad electroforética es rdpida, presenta un 10% de car-
bohidratos. Su papel principal es el de inactivar virus més
que bacterias ya que para ser un buen anticuerpo contra bac-
terias, requeriria tener la capacidad de activar el complemen-
to; indirectamente facilita la opsonizacidn de bacterias -
(complejo bacteria -IgA) méds facil de ser fagocitado por los
macr6fagos (9).

Otra funci6n de la IgA es la prevencidn de enfermedades alér-
gicas ya que se une antigenos (alimentos, polenes y polvo)
impidiendo su entrada al torrente circulatorio.

e CADENA COMPONENTE /S
\‘ : g :; J SECRETORI
MONOMERO i DIMERO
H
L

A_ SUERO IgA B. IgA SECRETOR!A
( DIMEROQ)

I




I) INMUNOGLOBULINA M (IgM).-

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
IgM es la fijadora del complemento més eficiente, debido a su
estructura espacial pentdmero con 10 terminaciones o valencias
uniendose fuertemente a: cdpsula de neumococos y membrana de
bdcilos 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 concentracién en plasma es de 40-280mg/dl,
su vida media es de 5 dfas, presenta un 15% de carbohidratos,
su coeficiente de sedimentacibn es de 195, su movilidad elec-
troforética es répida (9)- $
g
o"&

/

C.IgM
( PENTAMERO)

J) EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

1 complementc es un sistema de moléculas protéicas cuya in-
teraceibn secuencial produce efectos biolbégicos sobre la super-
ficie de las membranas, sobre la futura conducta celular y so-
bre la interaccién de otras proteinas. Como minimo circulan
11 protefinas diferentes en el plasma normal, todas ellas inac-
tivas por sf mismas pero destinadas a jugar un papel especifi-
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co cuando se ha inciado la secuencia de la activacibn. Esta
puede empezar por medio de reacciones antfgeno-anticuerpo IgG

6 IgM, 6 después de un contacto con la IgA agregada, con cier-
tos polisacdridos o lipopolisdcaridos que se hallan en la natu-
raleza 6 con productos de activacidén de sistemas de la coagula-
cién  (9).

Estas acciones reciprocas conducen a la generacién de la acti-
vidad biol6gica. Las secuelas biolbgicas de la activaci6fn de
este sistema fluctGan desde la lisis de un espectro de diferen-
tes clases de células, bacteria y virus, hasta la mediacién di-
recta de los procesos inflamatorios. Ademéds, el complemento
esta capacitado para reclutar otros sistemas efectores H‘hora-
les y celulares y conseguir la participacibén de ellos, indu-
ciendo la liberaci6n de histamina de las células cebadas, la
emigracidén dirigida de los leucocitos, la fagocitosis y la li-
beracibn de los consfituyentes lisosémicos de los fagocitos.

K)  COMPLEMENTO 3 (C3).-

El C3 es un ccmponente del complemento de naturaleza protéica
y que al igual que los demds componentes C1-C9 reacciona como
una cadena enzimdtica secuencial que culmina finalmente en una
respuesta inflamatoria. El C3 es una Bl-globulina, con un PM
de 180,000, es termoestable cuya estrucitura estd formada por

2 cadenas polipetidicas (=< —0(1) y B ligadas por uniones di-
sulfuro; se encuentra en suero fresco como globulina C3B1C ¥
en forma espontdnea por envejecimiento se transforma en una
globuTina inactiva CB1A(7S). EIl C3 por accidn de la converta-
sa se fragmenta en 2: C3b y C3a en la via cldsica del comple-

mento (36).
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L) COMPLEMENTO 4 (C4).-

El C4 es una Bl-globulina con un PM 206,000, en este caso el

€7 rompe con un solo enlace peptidico localizado en la cadena
més grande de las 3 cadenas polipetidicas de esta molécula, la
cadena,alfa. Esta reaccifn conduce a la formacifn o generaci6n
de sitios l&biles de enlace en el fragmento mas grande de C4,
Cdb, que permite que se fije a las celuias 6 a las membranas
biol6gicas durante un breve lapsc después de la generacifn.

Cda es el pequeno péptido producido por el desdoblamiento de

C4 por CT. Su papel biol6gico aGn no ha sido probado (36).
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M) 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 "poblacién normal®™ se conocen
como: DISPROTEINEMIAS Y PARAPROTEINEMIAS.

Disproteinemias.-

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

La gamopatia policlonal muestra aumento patolbgico de la frac-
cifn gamma, especialmente en inflamaciones crénicas con reaccifn
mesenquimatosa de tipo proliferativo 6 fibroso y con prolifera-
cién de células plasmdticas: cirrosis hepdtica, brucelosis, hepa-
titis crbnica, poliartritis crénica, endocarditis lenta, linfo-
granuloma venereo, sarcoidosis, lepra, septicemia, toxoplasmo-
sis, LES, glomerulonefritis, anemia hemolitica, etc.

X B <y °<’ AlbGmina

Hipergamaglobulinemia monoclonal.-

Caracterfsticos del Mielpoma 6 Plasmocitoma y de la Macroglobuli-
nemia de Waldenstrdm; la 1a. esta dada por el aumento de IgG 6§
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de IgA, mietras que la 2a. exhibe un incrementoc de ia 1nmunoglo-
bulina IgM.

Y * e’ "‘2 "(| AlbGmingd

Paraproteinemias.-

Las paraproteinemias son aquellas proteinas ¢on caracteristicas
fisicoquimicas diferentes a las de las protefinas normales. En
la actualidad se sabe gque estas no son proteinas anormales sino
que se ‘encuentran en el organismo en estado normal en muy baja
concentracién, las mas importantes son: <crioglobulinas, protef-
na de Bence Jones, paraproteinemia amiloide, cadenas pesadas.

Hipogamaglobulinemia.-

La alteracifn consiste en disminuci6n o incluso ausencia de inmu
noglobulinas y esto debido a un defecto en la sintesis & por
pérdida 6 incremento del catabolismo como ocurre en:

sindrome nefrético, desnutrici6n, leucemia linfbcitica crénica,
sindrome postirradiaci6n 6 posterior al uso de drogas citotfxi-
cas.
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Padecimientos con alteracifn en el complemento.-

Las anormalidades en la concentracifn sérica de complemento
esta asociada a procesos patolfgicos y se deben a: ENFERMEDADES
ADQUIRIDAS Y ENFERMEDADES CONGENITAS.

Via clédsica: LES, artritis reumatoide, sindrome shock hemo-
rrdagico, sindrome nefrftico, asma bronquial,
urticaria idiopdtica, deficiencia alfa1antitrip-
sina, anemia hemolftica autoinmune, leucemia,
enfermedad del suero y cdncer.

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

N) REACCIONES ANTIGENO-ANTICUERPO

Existen innumerables anticuerpos capaces de reaccionar especi-
ficamente con innumerables antigenos. Los resultados de las
reacciones Ag-Ac, no obstante, caen dentro de relativamente
pocos tipos ¢ categorias. Estos efectos se derivan de las ca-
racteristicas fisicas y espaciales de la molécula de antigeno,
y de las propiedades fisicas y biolb6gicas de la molécula de
anticuerpo. Puede sacarse provecho en el laboratorio de estas
propiedades para crear puntos finales de reaccifn rapidamente
detectables para estudios in vitro (8).

Los aﬁticuerpos son proteinas hidrosolubles, pero pueden unir-
se 0o ser unidos a membranas u otras superficies. Pueden ser

incorporados a medios s6lidos o semis6lidos. Pueden marcarse
con marcadores radiactivos, fluorescentes o con gran densidad
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de electrones. En forma purificada pueden servir como antige-
nos para inducir la formacibén de suercs antinmunoglobulina si
se introducen en un huésped no humano. Los antigenos se pre-
sentan en muy variadas formas: proteina, carbohidrato, lipopro-
tefna o lipopolisacdridos; soluble o particulado; isotfpicamente
inherente o marcado .con elementos radiactivos; unido a membranas
6 particulas 6 existiendo independientemente en forma de molécu-
las grandes o pequenfas. Las caracteristicas del antigeno y del
anticuerpo determinan la forma fisica en que tendra lugar la
reaccién antfgeno-anticuerpo (8).

Los puntos finales visibles mas utilizados en las pruebas del
laboratorio incluyen la precipitacibn, aglutinacibn, formacién
de inmunocomplejos e iniciacifn o inhibicién de actividades
biol6gicas (8).

N) ANTISUEROS

El antisuero monoespecifico que se aplica en turbidimetria y ne-
felometrfa se puede adquirir de diversas casas comerciales. La
calidad en conjunto, y la variabilidad entre los lotes dependerad,
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 'ibre de lf-
pidos provee resultados aceptables. Para reacciones mds sensi-
bles, en las que el blanco del antisuero debe ser los méds bajo
posible, es recomendable la utilizacién de antisuero correspon-
diente a la fracci6n gammaglobulina (6).

Los antisueros elaborados y proporcionados por la Quimica Hoechst
normales (N) contra las seroprotefinas humanas son sueros de origen



22,

animal y se obtienen mediante inmunizacidn de conejos con las
seroprotefnas humanas correspondientes. Los anticuerpos ines-
pecificos se eliminan con fracciones proteicas ligadas a un
sustrato (inmunoadsorci6n 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 adecuacibn dptima de su empleo en los nefeldmetros de
Behringwerke. Los antisueros son utilizables también en la
mayorfa de las otras técnicas inmunoquimicas de precipitacibn.

Los titulos de los anticuerpos se obtienen por inmunodifusién
radial simple y estan impresos en las etiquetas de los frascos.
Estos titulos expresan cuantos Ul (6 g) de 1ml (6 1) del anti-
suero correspondiente precipitan en un gel de agarosa (conteni-
do de agarosa aprox. 10mg/ml). Por un procedimiento de esta-
bilizaci6n especial se separan las protefnas séricas lébiles

de los antisueros. tLas contaminaciones microbianas son excluf-
das en gran parte por filtracibn estéril y adicibn de agentes
de conservacifn. Estos son: azida s6dica (max. 1g/l1), p-etil-
mercurio-mercapto-benzol-sulfonato de sodio (max. 0.1g/1).

Los antisueros N conservados entre +2 y +8°C son estables hasta
la fecha indicada como caducidad (expiraci6n) siempre que se
pueda evitar la contaminacibén. Los antisueros N siguientes
estan aprobados por el Instituto Paul-Ehrlich, Organismo Fede-
ral de Sueros y Vacunas (Alemania);

Antisuero N de conejo contra la IgG humana/cadena gamma
Antisuero N de conejo contra la IgA humana/cadena alfa
Antisuero N de conejo contra la IgM humana/cadena mu

N
N

Antisuero de conejo contra la C3 humana

Antisuero de conejo contra la C4 humana
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0) ESTANDARIZACION

La variabilidad de los resultados de los métodos turbidimétricos
y nefelométricos en el andlisis cuantitativo de proteinas por
métodos inmunoguimicos, se debe principalmente a 2 factores:

el material de referencia y la preparacitn del antisuero. Con
el fin de evitar diferencia con los diferentes sueros cafibrado-
res o de referencia en el mercado (Behring,Hyland, Beckman etc.),
se llego a un acuerdo con la 0.M.S. y con la International Refe-
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, preparandoles 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 Quimica Hoechst es una mez-
cla de suerocs de adultos sanos que tiene un control de calidad
c.v. 2%. Una comparaci6n de los standar preparados internacional
mente con las protefnas standar de Behringwerke dif, en la inmu-
nodifusién radial, la siguiente relacién entre las concentracio-
nes indicadas por Behringwerke (ma/dl 6 g/l) y las unidades in-
ternacionales (Ul/ml):

IgG img = 11.5 Ul Transferrina 1mg = 35 Ul
IgA img = 59.5 Ul Albumina img = 2.5 Ul
IgM img = 115 Ul Ceruloplasmina 1mg = 320 Ul
c3 img = 128 Ul ca img = 320 Ul
Alfa1—antitripsina img = 42 Ul

Alfaz-macroglobulina 1mg 320 ul

Los agentes de conservacién son los mismos empleados en los an-
g 0
tisueros. Los sueros standar se conservan entre +2 y +8°C.
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entre +2 y +80, as estable durante una semana. Durante este
tiempo la solucidn s6lo podrd ser reutilizada si los frascos se
han mantenido hermeticamente cerrados.

La Calibracién.-

En el laboratorio clinico es usual calcular la concentracifn de
una substancia de una muestra cdesconocida relacionada con la con-
centraci6n de un standar de referencia, realizando una curva de
calibracibn (28).

Una curva de calibracibén nos seflala: linearidad de la reaccifn,
lifmites de sensibilidzd de la metodologia, y limite de confiabi-
lidad.

La reaccifn antfgeno-anticuerpo no es lineal, es una curva Gau-
ssiana, matemdticamente &sta puede ser linealizable para gque con
un solo punto llevar a cabo la calibracién.

MEC2 (I - AC) *AEM = constantes para cada lote

It o de antisuero

I + (E-A)C

Los pardmetros: 3 constantes matemdticas A, E, M. Estas cosntan-
tes definen el tipo de curva para un lote de antisuero en parti-

cular y gue es usado por microprocesador para convertir el valor

del pico (H) de la muestra desconocida a una concentracién (C).
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P) REACCION DE PRECIPITACION

El antigeno y el anticuerpo solubles son invisibles en un medio
lfquido cuando reaccionan entre sf, las moléculas entrelazadas
forman un complejo tridimensional que a menudo precipita en
forma de masa visible e insoluble. La precipitacién de un com-
plejo Ag-Ac depende de la proporcidén entre ambos componentes,
Si esta es 6ptima, 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 antfgeno disponible, peroc permanece
en el medio cierta cantidad de anticuerpo sin reaccionar. Si
hay un exceso de antigeno, estos complejos Ag-Ac formados tien-
den a permanecer en solucién. Como no hay precipitados visi-
bles, es dificil detectar si ha tenido lugar & no la reaccifn.

Cuando la simple reaccifn de precipitacifn ya mencionada ante-
riormente se repite de manera mas réfinada, se puede obtener
mucha informacifn relativa a las caracteristicas fisicas de los
snticuerpos y sus reacciones con los antigenos. Se coloca una
cantidad mediada de anticuerpo de conejo en una serie de tubos
de ensayo y se anaden cantidades variables de antigeno, 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 mé-
todos inmunoguimicos como Turbidimetria, Nefelometrfa e Inmuno-
difusién Radial. Se obtiene una curva semejante a la siguiente:
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Inicialmente no hay formacidn de precipitado. Si se prueba la
fase lfquida de esta mezcla se observa:

1.- Una zona de exceso de anticuerpo, en _la 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 antigeno ni anticuerpo sin combinar. En esta zona
hay también una fijaci6n mdxima del conplemento.

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

La precipitacién de complejos Ag-Ac puede ser cambiada por al-
teraciones en la temperatura, pH, y concentracibén i6nica. Los
Ag protéicos de PM 40-150X1035a1tons, pueden dar curvas de pre-
cipitacibn con mdximos afilados en la zona de eguivalencia.

Los antfgenos como las protefnas desnaturalizadas, algunos vi-
rus y los polisacédridos, por ejemplo dan curvas amplias cuando
reaccionan con el anticuerpo especifico. 0Otros antigenos pue-
den tener carga excesiva en su superficie y ser dificiles de
precipitar.
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Q) TURBIDIMETRIA

El principio de reaccibén entre antfgeno (Ag) y anticuerpo (Ac),
para turbidimetrfa y nefelometrfa de punto final se cumple en
3 etdpas (6).

K
SR ) |20
(1) Ag + Ac ,P__Angcy + Ac + Ag
k
-1
kZ ,
1 1
(2) Ac + Ag + AcyAgx—-—-Ac + Acy Agx
k. g
ke[| k.3

(3] ﬂcynngxu

(precipitado)

En esta reacciﬁﬂ, kTes mucho mayor a kz y k2 es mucho mayor
que k3, Y AcyAgx, Acy'Agx'. ¥ Acy"Agx" representan agregados
de tamano creciente, Ambas etapas, la 1 y 2 de la reacciébn,
son importantes para la turbidimetria y nefelometria.

Con un exceso de anticuerpo, el antigeno reacciona durante la
1a. fase, produciendo un grupo relativamente homogéneo de com-
plejos pequefios. La unibn cruzada de estos complejos aumenta
la heterogeneidad del grupo y provoca un incremento en la dis-
persién luminosa total medida. La cantidad y heterogeneidad
de los complejos formados dependen de la relacién con Ag-Ac.
La relacifn entre concentracidén y dispersifén luminosa es una
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curva lineal en !a mayoria de los casos. La concenbracion de
antigeno de las muestras desconocidas, se halla comparando su
dispersién luminosa relativa, con la de una muestra de referen-
Las mediclones turbidimétricas son aceptables siempre que el
nmero de particulas y su tamano estén en un intervalo estrecho.
Una luz de intensidad alta 6 muy baja no habrd de incidir en &l
fotodetector, pues errores en el instrumentg aumentarian otros
errores en la medicién (6).

La técnica de turbidimetria combina 2 metodologias:
a) inmunoprecipitacibn b) turbidimetria

a) Inmunoprecipitacidn.-

El antisuero especifico en solucidn, reacciona con el antigenc
(del slero), para formar el complejo Ag-Ac de la sclucibn, i~
ctual provoca dicha turbidez.

ona de |

xceso de |

Anticuerpo |

E i | Zona de
orcenfoje | Equivoiencia R
"/e de
Precipitacion : E:::::dl
Antigenc
A B i <

mq de ontigeno onodideo
b) Turbidimetria.-

Las medidas de anturbiamiento pueden 2fectuarse en cualguier
fotlmetro o espectrofotfmetro. El andlisis fotom€trico consis-
te en agregar, a una solucidn desconocida, un reactivoc de com-
posici6n tal gque la reaccidn que se produzca forme una molécu-
la 6 un agregado con color caracteristico, siempre gue exista
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una definida especie guimica. La reaccidn puede utilizarse
para el andlisis cuantitativo, si la intensidad o concentracifn
del color producido es proporcional a la concentracidn de la
sustancia que se desea haliar.

El andlisis 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 v la dispersidn se hace en forma proporcional a la
longitud de onda. Debido al prisma, se obtiene un espectro
brillante en la salida del monocromador. Esta serd la luz que
atravesard la solucifn coloreada que se quiere observar (4).
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Los valores obtenidos pueden estar en forma de A (absorbancia)
6 bien de T% (transmitancia), aunque la pérdida de energfa
transmitida a través de la muestra se debe en realidad a la re-
flexién y refraccidn de los rayos energéticos por las partficu-
las, tanto como a fenfmenos de absorcién real. Seg(n la ley
Rayleigh, cuando el tamafo de las partfculas es inferior a la
longitud de onda de la energfa radiante incidente y la dispersa
es directamente proporcional a la 4a. potencia de la longitud
de onda. La reflexidén se hace mds importante a medida que el
didmetro de partfcula va siendo muy superior a la longitud de
onda de la energfa radiante incidente. En la prdctica, la in-
tensidad de la dispersibén que una solucién turbia efectlGa, va-
ria, aproximadamente como la inversa de la 2a. potencia de la
longitud de onda. La relacién existente entre LogA y Log "X\ es
lineal (4).

Dado que la sensibilidad fotométrica aumenta al disminuir la
longitud de onda, se consequird mayor sensibilidad en las téc-
nicas turbidimétricas cuando se trabaje con luz azul, siempre

y cuando, el medio en que esta situada la suspensibn sea inco-
loro. En ocasiones, no obstante, se sacrifica hasta cierto
punto la sensibilidad para minimizar los efectos de sustancias
interferentes; asf{ por ejemplo, en la prueba del enturbiamiento
del timol se utiliza luz roja para minimizar la interferencia
debida_a la bilirrubina y a la hemoglobina eventualmente exis-
tentes en la muestra de suero gue se analiza.

La sensibilidad aumenta si las particulas son opacas o muy colo-
readas. Si el medio de suspensi6n tiene color, generalmente se
obtiene una sensibilidad méxima efectuando la lectura a la lon-
gitud de onda correspondiente a la transmitancia maxima del
madio (4).
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Dentro de ciertc: limites, la relacifn existente cnlre A y la
concentracifn de las particulas suele ser lineal para particu-
las de pequefio tamafo.

R) Efecto del Polietilenglicol.-

El polietilenglicol (PEG) es un polimero com PM relativo de

6000 a 7500 daltons, el cual se disuelve para faormar sulucicnes
verdaderas de igual forma gue los solutos de menor PM, tales
soluciones se formen espontaneamente y son termodinamicamente
estables, al igual presentan la capacidad de dispersar la luz (10

Mediante reacciones de polimerizacifn es posible unir, por enlc-
ces de valencia, un nlGmero grande de moléculas de PM relativa-
mente bajo 2n una molécula Gnica. Tales macromoléculas al an-
zan cigntos o miles de moléculas combinadas en una forma més £
mencs repetida.

De esta forma, el polietilenglicol 6000 ha demostrado ser act:-
vo en reducir 21 volumen en grado equivalente al volumen de ex-
clusibn de las cadenas polimeras, aumentando as! la velocidac
de la reaccién antigenc-anticuerpo.

Las concentraciones descritas por A.A. Mihasy J. G. Spenney
(1976), muestran que en concentraciones de 10 a 100 gr/l de po-
lietilenglicol, la apscrbancia mayor del grado de enturbiamients
de la reaccifn antigeno-anticuerpo se gbtiene a una concentra-
cibn de 50g/1 siempre y cuando 5ul de un pool de suerg humang
sea dilufdo con 50Qul del antisuero 1:5 como se observa. En la
siguiente gréfica el efecto de la concentracifn de PEG durante
la reaccifn de precipitacifn (29).



Etecic ie la voriocion del PEG en lo reaccion de Precip facion

U.Turbidimetrio
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S) Efecto del pH.-

Las reacciones de precipitacibn requieren la presencia de sales
y el pﬂ debe estar cercano a la neutralidad. El efecto presen-
tado a continuacibn nos muestra los valores del pH medidos bajo
condiciones de reaccién. El rango varifa desde 5.5-8.7. EI pH
7.0 fué elegido para condiciones G6ptimas (29).

U.Turbidimarrio

100 — -
\l
80 _ \“\_‘
60— e
40
20
6.0 7.0 8.0

Efecto de la variacién del pH en la reaccibn
de precipitacién. La turbidez fué medida des-
pués de tres minutos.
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T) Efecto del antisuero.-

La importancia de éste en turbidimetrfa,radica en el pico de la
curva de precipitacién. Las lecturas deben ser hechas en la
zona de exceso de anticuerpo, la extensifn de la medida del ran-
go es cercana a la pendiente de la curva, por consiguiente las
lecturas deberdn de excluirse de la zona de exceso de antigeno.

En las siguientes grdficas se muestra la variacién de las can-
tidades de antisuero anti-IgA durante la reaccién de precipi-
taci6n. La grdfica de la izquierda muestra las curvas de pre-
cipitacidén que corresponden a: 7.5ul, 12.5ul y 17.5ul de 10
muestras de antisuero anti-IgA de cabra dilufdo 1:10, agregado
a un pool de sueros con volumen de 10 ul. El tiempo de reac-
ci6én de 3min. En la grdfica de la derecha, las curvas de pre-
cipitacién corresponden a: 6.7ul, 10.0ul y 13.3ul de 10 mues-
tras de antisuero anti-IgA de conejo dilufdo 1:10 zgregado al
pool de sueros con volumen de 20ul. EIl tiempo de reaccibfn fué
de 3min (29).

U. Turbidimatria

140 - ' U. Turbidimetria
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- | | 40 - |
' | 201
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ul pool sueros ul  poot sueros (401U/miI)
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Ambas curvas de precipitaciédn muestran que

(%]
£

los antlsueros em-

pleados son los Gptimos. Sin embargo estas muestran la misma

turbidez en los 2 diferentesniveles de antigeno, uno en la zo-

na de exceso de anticuerpo y el otro en el drea de exceso de

antigeno.

Respecto al prolongamiento de la curva de precipitaci6n, “el
antisuero de conejo anti-IgA es mds favorecido que el antisuero

de cabra anti-IgA.

En las grdficas siguientes se muestra el diferente curso de pa-

trén de precipitacibén en la zona correspondiente al exceso de

anticuerpo (b) y el exceso de antigeno (a) (29).
Unids TIA Unids TIA
a) 100 _ 100_ b)
- al
80 _| Iyl 80 _
0 _| 60 [2ul
10 pi 7]
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u) Reacciones de punto final.-

Durante 1 a 2hrs. después de iniciarse la reaccifin entre anti-
geno y anticuerpo, los complejos inmunes continGan aumentando

de tamano. No obstante, (dls/dtf disminuye en relacifn al tiem-
po requerido para medir incluso varias muestras. El tiempo ne-
cesario para alcanzar este "punto final", puede alterarse varian-
do la fuerza ibnica, la forma de los ibnes y su relacifn masa/
carga, y la concentracidén del polimero en la solucibén (6).

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

Métodos cinéticos o diferenciales se, consideran aquellos que
utilizan una medida de dIS/dt para evaluar la concentracién de
antigeno.

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 gue se hanm
descrito, figura en el cuadro #1. Los métodos de punto final
utilizan una Gnica determinacién y por lo tanto requieren una
sequnda medici6n de la muestra para corregir la turbidimetria
no especifica. Ademds, a menos que se emplee una cubeta de flu-
jo directo bien disefiada, se puede esperar un error del 2-3% en
la mediciébn de la dispersifén luminosa, debido a la variacidn de
la po;icibn de las cubetas y al hecho mismo de utilizar distin-
tas cubetas. A causa del grado de manipulacién que implican,
los métodos manuales de punto final se aplican mejor a un nOme-
reducido de muestras. '

* Relacibén dispersién luminosa en relaci6n al tiempo
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CUADRO 1. Métodos turbidimétricos y nefelométricos de punto

final
Método Aparato

Transferrina EM

Haptoglobina ' EM

IgG, IgA, IgM EA, AC

€3 EA

Lisozima EM, NM

Ceruloplasmina NM
+EM, espectrofotémetro manual; EA, espectrofotémetro automi-
tico; NM, nefel6metro manual; AC, analizador centrifugo.

V) Cinética de la reaccion turbidimetrica.-

La variacid6n de la dispersidn luminosa en funcibn del tiempo,
puede por lo tanto relacionarse con la concentracién inicial

de antigeno simplemente representando dls/dt en funcidn de la
concentracibén. EIl dlS/dt de una muestra des;nnacida, se puede
comparar con un material de referencia conocido para obtener el
resultado final.

La determinacifn cinética de reacciones quimicas e inmuncauimi-
cas provee ventajas significativas sobre la medicidn de punto
final. La determinacibn diferencial elimina las interverencias
estdticas y las variaciones por el uso de cubetas. Es posible
realizar un andlisis en segundos en lugar de horas 6 dias. Fl
dlsldt para estas reacciones debe ser dos veces mayor que la
perturbacién electrénica inherente al instrumento. Ello signi-
fica que el titulo y afinidad del antisuero y la concentraci6n
del polimero sen factores criticos para asegurar determinacio-
nes sensibles y precisas, En el cuadro #2 se indican los mé-
todos diferenciales representativos para la concentracidn y
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cinéticas de inmunoglobulinas, C3 y C4 (6).

CUADRO 2. Mé&todos cinéticos de turbidimetria y nefelometria

Proteina Aparato
C3, c4 AC
IgG, IgA, IgM AC, EA, NA
Titulo, avidez del antisuero EFD

+AC, analizador centrifugo; EA, espectrofotbmetro automdtico;
NA, nefelbmetro automdtico; EFD, espectrofotémetro de flujo
detenido

W) Aplicaciones clfinicas de la turbidimetria.-

A) En la determinaci6n de inmunoglobulinas IgG, IgA e IgM,
no obstante, es factible medir proteinas del suero a una concen-
traci6bn 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 lipoprotefnas (25).

B) Llevando a cabo una comparacidn de anticuerpos poli-
clonales y monoclonales de IgG, se ha visto que estos Gltimos
no producen compilejos de tamano por medicibn turbidimétrica al
reaccionar con el antfgeno (48),

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

D) Para la cuantificacién de complemento viral en la fija-
cién de anticuzrpos, producto de la velocidad de hemélisis de
eritrocitos de carnero (cambio en absorbancia a 640nm/min) en
sresencia del complemento residual no fijado por la reaccibn
Ag-Ac (50).

E) En la deteccibn de complemento mediado a cé&lulas nu-
cleadas, el cual se basa en la medicibén turbidimétrica de sus-
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pensiones celularas, este no requiere de ningln material ra-
diactivo (45).

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

a) fijaci6n de los anticuerpos a la membrana celular
b) liberacifén de los componentes extra celulares dependien-
tes por dafio del complemento (40).

G) En la medicibn de la concentracibén de trasferrina y
hierro totales en suero.

H) También, en la medicibén de la velocidad de precipi-
tacién de la reaccibn albGmina-antialbGmina por el cambio de
densidad 6ptica se puede decir, que la precipitacifn mdxima e:
directamente proporcional a la velocidad mdxima de la concentra-
cidén del antigeno (41).

[) Finalmente, en la prueba de turbidez de la hepatitis B,
la cual no solo, se forma por el antigenc HBs-complejos inmu-
nes (CIC), sino también por complejos de interaccibn del anti-
geno HBs de albGmina polimerizada (46),
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X) NEFELOMETRIA

La nefelometria consiste en la estimacidn de la cantidad de luz
dispersada por una solucifn, a un dngulo especifico, o la suma
de las dispersiones, en un arco dado, alrededor de la solucién.

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

Este método combina dos metodologias:
a) inmunoprecipitacibn b) nefelometria

a) Inmunoprecipitacibn.-
Lz reaccibn de precipitacifn se lleva a cabo cuando reaccionan
de manera especifica un antfgeno y un anticuerpo, esta reaccidn
puede ser dividida en 3 zonas: exceso de anticuerpo, punto de
equivalencia y exceso de antfgeno (28).

Equivalencia

, ‘ e E A
Anticuerpo Exceso Ac xceso Ag

precipitado

OPTIMO PARA
MEDICION ICS

>
0

Concentracidn de antigen

En la zona de exceso de anticuerpc todos los sitios antigenicos
estan cubiertos por el anticuerpo, en el punto de equivalencia
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la concentracién 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 grédfica anterior de "reaccifn de
precipitaciéon” la reaccibn inmunoquimica decrecera (rama des-
cendente) con el incremento en la concentracidn de antigeno.

Es por eso que en la nefelometria automatizada la determinacifn
debe hacerse en la rama ascendente ya que en eguivalencia y ex-
ceso de Ag no hay relaci6n lineal directa entre la concentra-
ci6n de antigeno y densidad 6ptica.

En la inmunonefelometrfa se usa como reactivo un antisuero po-
tente y Opticamente claro al cual se le ha adicionado un colo-
rante fluorescente para ser detectado por el sistema 6ptico.
En el inmunosistema en el método manual no se requiere de un
colorante fluorescente como indicador.

M M n
- } 4711
UL 1.1
laser He-NebOn paso cubeta sist. lentes foto- voltimetro
bptico - diodo digital

b) Nefelometria.-
La fuente de luz para el nefelbmetrc laser, es un laser Helio-

Nebn con una longitud de onda de 632.8nm. El laser emitido

(31
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pasa a través de 2 hendiduras de una entrada Gptica y la cel-
dilla que contiene la mezcla para su medida permite que la luz
sed dispersada. A diferencia del nefelbmetro convencional, en el
cual la luz dispersada en un dngulo de 90° es medida, el nefel6-
metro laser detecta solamente la luz dispersa hacia adelante en-
focada en un fotodetector con un sistema de lentes. La senal
eléctrica del fotodetector es directamente proporcignal a la in-
tensidad de luz desviada y puede ser medida por medio de un vol-
timetro digital (30).

El nefelbmetro es el sistema 6pticoc empleado para medir y monito-
rear la cinética de la reaccibn Ag-Ac ya que al formarse agrega-
dos moleculares provocan turbidez de la solucidn la cuel se medi-
rd come un incremento en la dispersiéh de la luz 1ncidente.

El sistema ICS estd acondicionadc para que cuando se dispars la
reaccién por adicién del anticuerpo el colorante fluorescente in-
clufdo en el reactivo sed detectado por un detector de fluorescen-
cia y se active todo el sistema 6ptico midiendo la dispersidn.

La intensidad de la dispersién estd en funcifn del tiempo en la
reaccibn Ag-Ac (28).

DISPERSION vs. TIEMPO

Senal de
dispersibn

Tiempo

W
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La medida del cambio de la dispersifn estd dada por la 1a.
derivada de la sefial nefelométrica, producida por la formacifn
de complejos Ag-Ac; la cual coincide con el pico maximo de
altura que posteriormente decrecerd como puede observarse en la
siguiente figura: (28).

MEDIDA vs TIEMPO

Medida de
dispersién

—>» Tiempo

El incremento del pico corresponde a la concentracifn del an-
tigeno presente en la muestra; después decrece al entrar en la
zona de exceso de antigeno.

Dependiendo de los valores de referencia para cada una de las
protefnas plasmdticas se ha fijado la dilucibn 6ptima para su
determinacidn por el método ICS, la cual caerd en C max. para
evitar errores poar el exceso de antigeno (35).

DIAGRAYMA DE DETECCION DE EXCESO DE ANTIGENO

Sgﬁal del
pico Fuera
————— e ango—
R max. | TraRg
— ——— — —1 ————————
Rp i
' |
|
1 |
C max. Cp

CONC. DE Ag



C max. = comcentracifn maxima
R max. = sefial del pico producida por C max.
Cp. = por debajo de la concentraci6n fisiolbgica

1]

Rp. sefal del pico producido en Cp.

Deteccifn de exceso de antigeno.-

Se hacen varfas diluciones y al efectuarlas se verada si es
porcional el resultado o bién adicionando méds antigeno se
si reacciona con incremento en la dispersifn.

43.

pro-
vera
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A)

B)

C)

o)

E)

F)

III OBJETIVO

Montaje y adaptaci6n de un método turbidimétrico, utili-
zando los mismos reactivos que se emplean a2n nefelome-

tria, con la ventaja de utilizar un aparato 6ptico como
el espectrofotémetro con una fuente de tungsteno para la

cuantificacién de proteinas plasmdticas.

Estandarizacibn de la reaccifn de inmunoprecipitacidn
mediante cinéticas de tiempo y de concentracién Ag-Ac.

Evaluacién estadistica del método turbimétrico determi-
nando su especificidad, sensibilidad, interferencia
precisién.

Obtener los valores de referencia de IgA, IgG, IgM, C2
y C4 de sueros normales por Turbidimetria, hefelometria
e Inmunodofusién Radial (IDR) de una poblacién mexicana.

Tipificacién del tipo de Mieloma después de su caracteri
zacibn por electroforésis.

Correlacionar los valores normales y anormalss abtenidos
por Turbidimetria, Nefelometria e Inmunodifusidn Radial
mediante métodos estadisticos.
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TV MATERIAL ¥ METODOS

Se estudiaron varios grupos:

A 20 individuos de ambos sexos y edad de 20 a 40 anos
sanos, para valores de referencia.

B) 10 individuos con diagnbéstico de Mieloma Multiple (sue-
o anormal).

c) 20 individuos -sanos, para su correlacién con las técni-
<as de Turbidimetrfa, Nefelometrfa e Inmunodifusifn Ra-
dial (IDR).

°D) 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-
cién venosa cubital en ayunas de 8hrs. vy en tubos sin anticoagu-
lante para la obtencidn del suero. Centrifugar 10min a 3000rpm.

Las inmunoglobulinas {(IyG, IgA, IgM) y los componentes del comple
mente (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 congelacifn y descongeliacibn repetida de las muestras.
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TURBIDIMETRIA
A) FUNDAMENTO.-

El principio de la medicién de Turbidimetria es determinar la
cantidad de luz bloqueada por la materia en forma de particulas
cuando la luz atraviega la cubeta, cuantificando la reaccifn

de inmunoprecipitacifn antfgeno-anticuerpo. La cantidad de luz
blogqueada por una suspensifn de particulas en una cubeta depen-
de no solo del namero de particulas presentes sino también del
drea de seccidn transversal de cada particula, es decir, si el
tamano de la particula de los estandares no es el mismo que el
tamafio de partfcula en las muestras que se miden, se tendrdn
errores en las mediciones turbidimétricas.

B) MUESTRA BIOLOGICA.-
Sueros normales y anormales de los pacientes en estudio.
c) MATERIAL.-

- Tubos de ensayo de 10X70mm

- Tubos de ensayo de 13X100mm

.- Pipetas linzales de 10ml, 5ml, 2ml, y 1ml.

Micropipetés Clinicon de 50ul v 25ul

.- Micropipetas Ependorff de 200ul y 100ul

.- Puntillas para micropipetas Ependorff de 200ul

- Puntillas para micropipetas Oxford Brand de 100ul, 50ul ¥y
25ul

Matraces

-~ Yy M B W N -
|

forados de 1000ml

rienmeyer de 500ml, 250ml y 100ml

w00
.
1

a
- Matr e

ces

1]



47

10.- Vasos d= precipitados de 500ml, 250ml, 100ml y 10ml
11.- Gradillas metdlicas de diferentes capacidades

D) APARATOS. -

1= Balanza granataria

2.~ Potencidmetro Beckman

3.- Centrifugas Dupont Instruments Sorvall GLC-2B
4,- Espectrofotémetre Carl-Zeiss Mod. PM2DL

L Espectrofotbmetro Coleman Junior Mod. 8 & 20

E) REACTIVOS.-

1.- Polietilenglicol (PEG) 8000 a 7500

2.- Buffer de fosfatos salino (PBS) 0.1M (preparado comer -
cialmente) y Nall 0.15M

3.- Antisueros (anti-1g6G, anti-IgA, anti-IgM, anti-C3 vy
anti-Cé&)

4.- Agua bidestilada

5.- Tween 20

Preparacifin.-
Diluyente.-
Diszliver la concentracidn de fosfetos y NaCl en un litrn :2
agua bidestilaga v llevar aforo.
Tomar 500ml del volumen gnterior y disolver 25gr de PEG = 2
atraces 1 y 2, repartir de esta solucibdn 250ml a <adz .no.
1 ma

traz #1 agregar 0.1ml ce tween 20. Esta solucion seri
diluyente del suero problema.

m

A

la emplzada como
El matraz #2 serd el empleado como diluyente del antisuer:
{

contiene solo el PEG polietilenglicol). Ambos diluyentes se
man

tienen estables durante 2 meses & una temperatura de 2 3 370,



Nota.-

F)

=
Bulfer

de fosfatos
salino (PBS) 0.IM

FILTROS

H,0

Bidestilado

Aforo 01000
25qr PEG

(10,

48.

Después de haber ensayado experimentalmente la dilucién
del polietilenglicol,

100, 20, 30. 60, 40 y 50g/1)
se observ6 que la dilucibn adecuada corresponde a 50g/l.

O.im! Tween 20

~

PEG + Tween (diluyents dal suero problemal

PEG

Filtros Millipore O0.45umm (utilizado para filtrar el diluyente)

6)

ANTISUEROS

Los antisueros, proporcionados por Quimica Hoechst son obteni-
dos por la inmurizacién de conejos, son adsorvidos en fase soO-
lida y sus lipidos eliminados para proveer antisueros transpa-

comerclalmente empleados son:

anti-Ig6 humana
anti-I1gA humana
anti-IgM humana
arti1-C3 numana

rentes, conocidos como de "grado nefelométrico". Los lotes
cadena ¥ lote # 153042 B
cadena o< lote # 153143 C
cadena s lote # 153257 A y 153256 G
lote # 153318 A
lote # 153525 H y 153531 D

anti- C4 humana
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Todos estos antisueros vienen en frascos de Iml a Sml. en me-
dic lfquido. L2s antisueros, conservados entre 2 y 8% son
estables hasta la fecha indicada en la etigqueta, siempre Qque
se pueda evitar una contaminacibn.

H) ESTANDARIZACION Y CALIBRACION.-

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 calibracifn y cinéticas de reaccifn de las inmunoglobulinas
IgG, [gA, e IgM.

- estandar de referencia lote# 067628 D empleado en la curva dJds
calibracibn y cinética de reaccifn del complemento C3

- estandar de referencia lote# 067631 H empleado en la curva de
calibracibn y C|nética de la reaccifn del complemento C4

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

semana.
I) METODO
1.- La dilucibn inicial de los sueros estandar y preoblemas

a valorar se realiza con la solucibn de polietilenglicol-tween

20. Esta dilucién dependerd de las diferentes protefnas a ana-
lizar.

2,- Los antisueros se diluyen *':10 con la solucifn de polieti-
lenglicol para todas las proteinas.

3.- La mezcla de la reaccibn se compone de 1000ul de antisue-
ro y 50ul del suero estandar o problema para la IgG; para las

demés proteinas IgA, IgM, C3 y C4 la mezcla se ccompone de 500ul
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del antisuero y 200ul del suero estandar o problema.

4.- Al mezclar el antigeno y anticuerpo se debe medir la
reacci6n en forma continua desde T,=10seg. a T,= 300seg.(5min.)
Es conveniente trazar la curva de la cinética de reaccifn de
cada una de estas protefnas, observando de esta manera la velo-
cidad de unib6n de los complejos Ag-Ac.

Técnica para la Estandarizacibn del Método Turbidimétrico.-

La cinética de reaccifn se determina para cada una de las pro-

tefnas plasmdticas. El volumen del suero estandar es de 200ul

para todas las proteinas; a diferencia de la IgG el cual es de
50ul.

I) Diluciones del Std.de calibracifn.-

a) Se enumeran 8 tubos de 10X70mm_y ponga a cada uno de ellos
100ul de solucidn PEG-Tween 20.

b) Ponga 100ul de suero estandar en el tubo #1, mezcle per-

fectamente y pase al siquiente tubo 100ul, mezcle y conti-
nde en la misma forma hasta llegar al tubo #8 ( esto es
para la I1gG). Diluciones en serie (1:2, 1:4, etc.).
Para las demds proteinas plasmdticas, a cada uno de los
8 tubos se ponen 200ul de PEG-Tween20 y 200ul del suero
estandar al tubo #1, mezcle perfectamente y pase al si-
guiente tubto 200ul, mezcle y continde en la misma forma
hasta llegir al tubo #8.

c) Enumere 8 tubos mds de 10X70mm y ponga a cada uno de ellos
1000ul de. antisuerc diluido 1:10 (3.6ml PEG + 0.4ml anti-
suero). A cada uno de estos tubcs se les agrega un veolu-
men de 50ul de la dilucién del suero estandar (de cada uno
de los 8 tubos anteriores respectivamente)para la IgG;: -
para las dem§s se agrega un volumen de 200ul de la dilu-
-iSn del suerg estandar de ios 8 tubos anteriores.

3 Estos volumenes se les ir§ agregando uno por uno con el



objeto u= medir la cinética de reaccién por cada dilu-
cidn.

e} Tomar las lecturas de absorbancia a partir de 10seg.
hasta 300seq., 6 antes si la reaccién ya se ha completado
an su totalidad. A cada lectura se le resta la lectur:
del blanco de antisueroc (1050ul PEG para laG y 700ul PEu
para las dem§s proteinas), para obtener la lectura real.
Leer en el espectro de absorcibn a 340nm.

Prateina |
136G Tqd IgM c3 ca Plasmatica t
Valumen deil suero
50 i 200 ul 200wl 200 vl 200 ul Problemeo diluida
Volumen del |
1000 ul 500 ul 500 wl 500 ui 500 ul Antisuero diduidoe |
100ul [qG
2001g4
IgM.C3y C4a
100wl 1sG
[ 100wl 2004 200ul 194
)| qu anllqm 19M,C3.C4
Suero
PEG 1:256 Probiema
* | |
TWEEN |
| ‘50»: 136G | 200 |l um Iqa |1gm |C3,C4
Oitucion Anti 13110 para tedos las Protemes.
T T T
m ‘ l| ! 1 l Wl 4
1 3 4 7
PEG 2 L 8 Antisuero
C.4mi

3 6ml
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Curva de calibracifn.-

La variaci6n de la absorbancia medida durante un intervalo de
2B85seg en una muestra de referencia conocida, se presenta en
funcidn de la concentracifn. Mediante una curva de calibra-
cién es cuantificable la absorbancia en proporcibén a la con-
centraci6n de cada proteina a valorar. Una curva de calibra-
cién necs muestra linearidad de la reaccifn, limites de sensi-
bilidad de la metodologia y limite de confiabilidad.

a)

b)

d)

Técnica.-

Se enumeran 8 tubos de 10X70mm y ponga a cada uno de ellos
100ul de solucidn PEG-Tween20 para la [gG; para las demds
proteinas se pone 200ul.

Ponga 100ul de suero estandar en el tubo #1, mezcle per-
fectamente y pase al siguiente tubo 100ul, mezcle y con-
tinde en la misma forma hasta llegar al tubo #8 (1:2, 1:4,
etc. 1;256) para la IgG; para las demds protefnas, a cada
uno de los 8 tubos se ponen 200ul, mezcle y continfe en la
misma forma hasta llegar a completar las 8 diluciones co-
rraspondientes (1:2, 1:4, etc.)

Enumere 11 tubos de 10X70mm para cada una de las proteinas
y agrague un volumen de PEG-tween20 como sigue:

Ig6, IgM, y C3 1.45ml
IgA 0.95ml
De todas y cada una de las diluciones anteriores (inciso
b), tomar 50ul y mezclar en los primeros 8 tubos de cada
una de las proteinas. A los tres tubos restantes agregar
S041, 100ul y 150ul del suero estandar (frasco comercial
listo) respectivamente, mezclar perfectamente. Quedando

ca4 0.45ml

asi 11 diluciones.
Fnumere 11 tubcs .mis de 10X70mm y ponga a cada uno de ellos
1000ul del antisuero dilufdo 1:10 para IgG (9.9ml PEG +
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1.1ml antisuero). Para las demds proteinas plasmiticas,
a cada uno de los 11 tubos se le agrega 500ul del anti-
suero diluido 1:10 {4.950ml FEG + 0.55ml del antisuerc)
(antisuero frasco comercial).

f) A cada uno de los 11 tubos (antisuerc dilufdo) agregar 50ul
de los tubos gque tienen la cilucibn del suero estandar
(inciso d) para la 1gG; para las demds protefnas agfegar
200ul de la diluci6n del suero estandar a los 11 tubos.
Mezclar y dejar reposar 5Smin

g) Preparar un tubo por separado para blanco de antisuero
(1050ul PEG para [gG; y 700ul PEG para las demds proteinas,.

h) Leer en el espectro de absorbacia a 340nm y restdr la lec-
tura del blanco.

Las proporciones de dilucibn y los intervalos de tiempa, pueasn
requerir modificaciones minimas en funci6n del titulo y 4 3vi-
dez de-los antisueros seleccionados para estos métodos.

J)  SUEROS PROBLEMA

Una vez gue se ha trazado las curvas de callibracifin para cada
una de las proteinas plasmaticas, las lecturas de los sueras
problema obtenidas se extrapolan en cada curva.

Técnica.-

a) Las diluciones de los suerecs problema serdn de acuerds a
la proteina a valorar: ejemplo.
£3, IgM e Ig6 1:30 (sueroc estandar), Suero problema 1:3
IgA 1:20 (suero estandar), Suerc problema 1:2
c4 1:10 (suero estandar), Suero problema 1:1
b) Tomar un tubc de 10X70mm para cada una de las proteinas y
poner 1000ul de la dilucifn de antisuero IgG 1:10 (indica-

O O

[
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do ante; iormente) y agregar 50ul de la diluclun 221 suero
problema 1:30 (para IgG); para ies demds proteinas se po-
nen 500ul de la dilucibn del antisuero IgA, IgM, C3 y C4
1:10 y agregar 200ul de la dilucién del suero problema:
para IgA 1:20, IgM y C3 1:30 y C4 1:10. Mezclar y dejar
reposar 5min . Los Mielomas se diluyen 1:3 6 1:2.

d) Preparar un blanco para IgG de 1050ul de PEG y para_ las
demds proteinas 700ul de PEG.

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 andlisis estadisticos: reproducibilidad, exactitud,
lineridad, especificidad y sensibilidad.

Al l1levar a cabo un programa de control de calidad no solo cum-
pliremos con obtener la confiabilidad de nuestros métodos sino
que podremos obtener; valores de referencia, seleccibn de me-
todologfas (correlacibn) y estandarizacibn de resultados.

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

Método.-
Este utiliza sueros control (pool de sueros). 3Se lleva el re-

gistro diario de datos para el trazo de las cartas X y R de la
siguiente forma:



REPLICADOS % R R5

?If X, xz X=(11+x2-2} R=(x1-xz} Rs=(Y1-¥2}
o=
3.
4,-
5.-
6.-
- -
B
g =
10.-

Procedimiento.-
1.- En la columna (1) se registra el dato de la medicifn
obtenida del duplicado 1.
2.- En la columna (2) se registra el dato de la medici6n
obtenida del control 1.
3.- En la columna (3) se registra el promedio de ambos con-
troles designado por la media de X (X).
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
dia no se obtiene este dato porque no hay con que compararlo,
sino a partir del segundo dia en ade[ante) y este dato se ob-
tiene de la columna (3), a diferencia de los promedios inter-
dia queda designados por Rs'

6.- Al termino de 10 dfas, se calcula la media de la media
de X (X) que es el promedio de los duplicados diarios, cuyo
valor serd el de la linea media de la carta de control.
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V CALCULO DE LOS RESULTADOS

Los valcores de absorbancia de la curva de calibraci6n y
cinéticas de tiempo de cada protefna se calculan y*se
trazan en papel milimétrico de la siguiente manera-
Para las curvas de calibracién se grafica la concentra-
cién (eje de las abscisas X) contra la lectura de la ab-
sorbancia (densidad 6ptica eje de las ordenadas Y). Los
valores se corroboran estadisticamente mediante la prue-
ba de la r de Pearson (regresibn lineal de cada curva).
En las cinéticas de tiempo se grafica concentracifn y
tiempo (X) contra la absorbancia D.0. (Y).
Para la diluci6n 6ptima del antigeno, la diferencia de
la lectura inicial (E1) y final {Ez) de cada una de las
cinéticas de tiempo nos da la extincifin E= E2-E1 {Y).
Se traza contra la dilucibén 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 (X), desviaci6n estandar (DS.) y coefi-
ciente de variabilidad (C.V.) para determinar la preci-
si6n y confiabilidad del método. Trazar en papel mili-
métrico.
Clasificar el patrén electroforético de los proteingra-
mas para sueros con diagnbstico de Mieloma. Comparacifn
entre las medias YT ¥ Yz de dos muestras, para saber si
ambas pertenecen a la misma poblacién mediante la T de
student.
Para la correlacifn, entre los métodos de Turbidimetria,
Nefelometria e Inmunodifusifn Radial, requiribé cada uno
de estos estadisticamente de la prueba r de Pearson. En
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7.- La horquilla o rango promedio R R= iii1°= 1R

10

- i - ‘9—

8. La horquilla de promedios interdfas Hs Hs_ i} = 1RS
9

9.- Utilizando estos valores y factores estadisticos, se cal-
cuian los limites ge aceptacibn de la carta de control:
Limite del 95% = X + (Fs X “4.727) (control superior)
Limite del 95% = X - {Hs X 1. 773 (control inferior)
Limite del 99% = X + {WS X 2.37) (control superior)
Limite d=21 99% = X - (Hs 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 tendrd el valor X y las lfineas de acep-
tacion serdn los limites de control superior e inferior del

95% y 99% de probabilidades que se han calculado en el inciso
9.

Posteériormente a los diez dfias 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 grafican
por medio de un punto de la carta de control de las X.

L.S.  99%
L.S. _ 95%
r

L 1. 95%
L.I.  99%
DIAS

Nota: Los limites de control del 95% corresponden con mucha
aproximacifn a 2 DS. y los del 99% a 2.5 DS.
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oncentraciones obtenidas del pool de sueros gue se utilizé
el control de calidad fueron para 100ul de suero:

1357mg IgA = 285mg 1IgM= 110mg C3 = 73mg C4 = 15.0mg

Técnica.-

Se obtuvieron muestras de 10 individuos normales por pun-
cién 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 hacen alicuotas del pool en varios tubos en proporcio-
nes equivalentes a 0.5ml, se sellan y se almacenan a -4°c.
De estas muestras se toman 2 tubos antes de congelarlos
para checar por Nefelometrfa los valores normales de con-
centracifén de cada proteina: si estos son correctos, se
procede finalmente a congelarlos.
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NEFELOMETRIA

A) FUNDAMENTO

Al reaccionar en solucifn el antigeno con el anticuerpo produ-
ce la inmunoprecipitacidn, la cual es cuantificable mediante
un Nefelbmetro con un Laser de Neb6n-Helio como fuente de luz

y dispositivos de deteccibn sensible para medir la dispersidn
luminosa.

B) MUESTRA BIOLOGICA

Sueros normales de pacientes en estudio.

C) MATERIAL
El material utilizado es el mismo que para el método de Turbi-
dimetrfa, excepto, que los tubos para lectura son celdillas
especiales y desechables.

D) APARATOS
1.- Nefel6metro Behring Laser Tipo Model I -B registro
131032/39428 100volts ampere.
Este Nefel6bmetro fluorométrico en linea, con una serie

de flujos a través de canales, permite la medicibn ade
multiples muestras de manera simultdnea.

E) REACTIVOS

e Soluci6n de NaCl al 0.9% (diluyente para las muestras)
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F) ANTISUEROS

Son los mismos que se utilizan para turbidimetria.

6) METODO

En los puntos siguientes se describe el procedimiento para el
andlisis de proteinas plasmdticas del suero.

1.- En tubos de 12X75mm hacer una dilucién 1:101, tomar 10ul
para IgG, para los sueros problema, control y estandar.
Hacer la dilucifn con solucién salina.

2.- Hacer una dilucién 1:5 del antisuero para todas las pro-
tefnas (0.5ml del antisuero + 2.5ml solucibn salina).
s Agregar a las cubetas de lectura 200ul del antisuero

dilufdo 1:5; y 10ul de la dilucifn 1:101 del suero pro-
blema y estandar para IgG, 1ul del suero y estandar diluf-
dos para IgA, IgM y C3, para el C4 agregar 5ul del suero
problema y estandar dilufdos 1:101.

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

5.- Leer en el Nefelémetro (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 proporcién de volts/concentraci6n.

Para trazar la curva de referencia para la determinacibn de pro-
teinas plasmidticas, se prepara una serie geométrica de dilu-
ciones del sueroc N estandar de proteinas con solucifn isot6-
nica de solucibn NaCl, estas son

IgG= 1:20 - 1:640, IgA= 1:20 - 1:320, IgM= 1:10 - 1:160

£3= 1:20 - 1:320, C4= 1:2.5 = 1:80
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INMUNODIFUSION RADIAL (IDR)

A) FUNDAMENTO

El agar, es un gel semisSlido capdz, de contener protefnas
en suspensifn. Las moléculas de anticuerpo o de antigeno so-
luble pueden moverse a través del medio semis6lido, creando
diferentes concentraciones en las distintas partes del gel.

La finalidad de todas las técnicas de inmunodifusién es iden-
tificar la reaccibn Ag-Ac por la reaccifn de precibitaciﬁn.

Al reaccionar en una capa de gel de agarosa el Ag-Ac produce

un anillo de precipitacibfn opaco pero visible, el cual es cuan-
tificable.

B) MUESTRA BIOLOGICA

Sueros normales de pacientes en estudio.

2. =

4=
B

C) MATERIAL

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

Behring-dispenser de 5ul

Partigen-dispenser de 5ul

Jeringa Hamilton

Micropipeta Ependorff

D) APARATOS

Plantilla de lectura para NOR-Partigen
Proyector de medidas para inmunoandlisis de Behringwerkeag
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E) REACTIVOS

t.- Soluci6fn salina de NaCl al 0.9%
2.- Antisueros
3.- Suero control

F)  ANTISUEROS

£l antisuero se encuentra disuelto en la placa, (monoespeci-
fico), el cual se obtiene por inmunizacidn 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 8°C en envase cerrado. Evitar su
congelacibn.

G) METODO

1.- Tirar de la orejuela de aluminio del recipiente, sacar la
caja de pldstico y dejar la placa abierta unos 5min. a
temperatura ambiente, para que se evapore el agua de con-
densacidn que pudiera haberse formado en los pocillos.

2.- Depositar 5ul (0.005ml) en cada pocillo

3.- Para obtener volumenes exactos, utilizar el Benhring-dis-
penser de 5ul, el Partigen-dispenser de 5ul, 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 estdn destinados a recibir las mues-
tras a analizar. Incubar 48hrs. a 37°C.

5.- Leer el didmetro de los anillos de precipitacifn con unsa
exactitud. de O.1mm mediante un dispositivo adecuado. Uti-
lizar la plantilla de lectura o el proyector.



ELECTROFORESIS
A) FUNDAMENTG

La electroforesis es la separacidn y medicibn de las sustan-
cias cargadas electricamente, como las fracciones de las pro-
teinas. Estas proteinas en solucibn emigran en un campo eléc-
trico y se separan quedando en diferentes porciones, de acuer-
do a su carga eléctrica:

AlbGmina, ﬁlfa1. Alfaz. Beta y Gamma globulinas.
El andlisis cuantitativo de las fracciones se hace por medio
de un densitémetro que mide la intensidad de la luz reflejads
por la fraccibn tefiida 6 la cantidad de juz.transmitida.

B) MUESTRA BIOLOGICA
Sueros anormales de pacientes con diagnfstico de Mieloma Mul-
tiple.

£l MATERIAL

1.- Matraces aforados de 1000ml y 500ml

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

3.- Recipientes de vidrio o pldstico con cubierta
4.- Pinzas

5.- Aplicador de la muestra problema

6.- Membranas (de acetato de celulosa)

7.- Sobres de plastico

D) APARATOS

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

E) REACTIVOS

Solucién buffer, barbital-4cido barbitlGrico, pH 8.6
Solucibn colorante fijadora rojo-ponceau S 0.2%
Solucibn de enjuague acido acético 5.0%

Solucibén decolorante &cido acético y alcohol etflico

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 sclucién amortigua-

dora
Se toma una membrana con las pinzas por un extremo y se
sumerge en la solucibn amortiguadora. (impregne bien)

Con las pinzas se saca la membrana de la solucibén y se
coloca entre dos papeles secantes, para secar el exceso
de solucién (rapidamente).
Con el aplicador que ya esta cargado con la muestra pro-
blema, se aplica sobre la superficie de la membrana, se
presiona el bot6n y se esperan 10seg., la membrana absor-
be toda la muestra.
*Sé-pasa inmediatamente a la cimara de electroforesis.
Efectuar la electroforesis durante 20min.
Se quita la membrana con las pinzas y se pasa al recipien-
te con el rojo-ponceau durante 10min.



64.

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

9.- Se saca y se pasa al recipiente con &cido 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 pldstico, queda lista
para cuantificarse y graficarse.

12.- Se prende el densitémetro, se esperan 10min para gue se
caliente.

13.- Se coloca el sobre de plédstico que tiene la membrana, so-
bre la placa portamembrana.

14.- Se corre la placa y se espera que se complete ésta.

15.- Se saca la hoja de papel milimétrico con su gréfica y se
toman los resultados.

16.- Los resultados que se obtienen de cada suero problema y
su grdfica correspondiente nos informa el porcentaje, los
gr/% y el porcentaje normal promedio de cada una de las
fracciones.

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

En el Mieloma Multiple s6lo se acumulan anormalmente una cla-
se de moléculas de inmunoglobulinas. El exdmen electrofbre-
tico de &stas protefnas revela una banda bien definida que
forma un pico muy alto y estrecho en el trazado del densité-
metro. Recibe el nombre de "pico M", en el sentido del Mielo-
ma; esta M no significa inmunoglobulina M. Se ha observado
que mds de la mitad de los pacientes con Mieloma Multiple pro-
ducen IgG y un tercio-lgA.
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V. CALCULO DE LOS RESULTADOS

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

Para las curvas de calibracién se grafica la concentra-
cién (eje de las abscisas X) contra la lectura de la ab-
sorbancia (densidad 6ptica, eje de las ordenadas Y).

Los valores se corroboran estadisticamente mediante la

prueba de la r de Pearson (regresifn lineal de cada curva).

En las cinéticas de tiempo se grafica concentracifn y
tiempo (X) contra la absorbancia D.0. (Y).

Para la dilucién tptima del antigeno, la diferencia de
la lectura inicial (E1} y final {E2) de cada una de las
cinéticas de tiempo nos da la extinci6n E= E2 - E1 (¥)-
Se traza contra le dilucién 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 (X), desviaci6n standar (DS) y coeficien-
te de variabilidad (C.V.) .para determinar la precisién

y confiabilidad del método. Trazar en papel milimétrico.
Clasificar el patrén electroforético de los proteingra-
mas para sueros con diagn6stico de Mieloma. Comparacidn
entre las medias Y1 y Yz de dos muestras, para saber si
ambas pertenecen a la misma poblacidén mediante la T de
student.

Para la correlacibn, entre los métodos de Turbidimetria,
Nefelometria e Inmunodifusifn Radial, requirif cada uno
de estos estadisticamente de la prueba r de Pearson. En
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cada correlaci6n se calcula el valor de r (regresién li-
neal), pendiente y punto de interseccibn de ésta:
Y=mx + b

6.- Calcular el porcentaje y valores de referencia del total
de muestras de cada proteina. Empleo de X, DS , C.V ,
1 1b% s B I 208 , como medidas estadisticas para el

cdlculo de los valores de referencia.

VALORES DE REFERENCIA NEFELOMETRIA

SUERO ESTANDAR DE REFERENCIA SUERO CONTROL
136 1170 mg/dl IgG 1310 mg/dl
[gA 234 mg/dl IgA 270 mg/dl
IgM 111 mg/dl IgM 150 mg/dl
€3 77 mg/dl c3 95 mg/dl

. C4 12.2 mg/dl c4 24 mg/dl
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VI RESULTADOS

Las gréaficas 1,2,3,4 y 5 corresponden a las curvas de calibra-
cién de cada una de las protefnas plasmiticas por el Método de
Turbidimetria.

En cada una de estas se trabajaron 11 diluciones del suero es-
tandar con la finalidad de verificar los rangos 6ptimos:

IgA (54.2-434), IgM (5.75-184), 1gG (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 correlacién positiva alta r=0.99 para cada curva
de calibraci6n. Las lecturas de las concentraciones de cada
proteina se observan en la tabla #1.

En las grdficas 6,7,8,%3 y 10, de las cinéticas de reaccifn de
estas protefnas se trabajaron 2 variables dependientes:

tiempo y concentracibn, observandose una velocidad de reaccién
mayor en las diluciones 1:2 decreciendo en estas hasta llegar
a la diluci6n 1:256. La tabla #2 muestra las absorbancias
(D.0.) para la concentracién y tiempo de estas proteinas.

A partir de las curvas de cinética de reaccifn se elaboran cur-
vas para las diluciones 6ptimas del antfgeno (suero estandar).
Estas Gltimas se elaboran de la diferencia de la lectura inicial
(Eil‘ton respecto a la final (EZ) para asi obtener la &AE pro-

medio de cada una de las lecturas de la cinética. La tabla #3
muestra el promedio de cada lectura para estas proteinas.

Las cartas de control de calidad después de 10 dias se esque-



68.

matizan en las grdficas 16,17,18,19 y 20. Estas representan la
confiabilidad, precisidn y exactitud de la técnica Turbidimétri-
ca. Los proteingramas obtenidos de los patrones electroforéticos

fueron:
1.- 1gG 2.- IgA 3.- Ig6 4.- 1gG 5.- IgM
6.~ IgM 7.- IgM 8.- IgG 9.- IgG 10.- Ig6

Aparte de los proteingramas de Mieloma Multiple anteriores, se
obtuvieron 6 mds con un patrdn normal.
La correlacién entre los 3 métodos fué:

IgA la correlacidén entre la técnica de Turbidimetria vs Ne-
felometria did una r=0.98 de un total de 20 muestras.
Grafica # 21

IgG 1a correlacifn entre la técnica de Turbidimetria vs Ne-
felometria didé una r=0.97 de un total de 20 muestras.
Gréfica #22

IgM se correlaciond Turbidimetria vs Nefelometria e Inmuno-
difusi6én Radial. Turbidimetrfa vs Nefelometrfa di6 r=0.93
para 10 muestras. Turbidimetria vs Inmunodifusién Radial
(IDR) did r=0.99 para 10 muestras. Gr&fi.. #23

C3 la correlacibn de Turbidimetria vs Nefelometria dif una
r=0.93, y Turbidimetria vs IDR did r=0.96, en ambas correla-
ciones se smplearon 10 muestras para cada curva. Grafica #24

Finalmente la correlacidn para C4 entre Turbidimetria vs Ne-
ometria did una r=0.98 de un total de 15 muestras.
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La tabla # 4, muestra los valores de las absorbancias (D.0.})
para cada correlacifn obtenida per los tres métodos de inmu-
noprecipitacién.

La grédfica #26, muestra los porcentajes normales y anormales
de todas estas protefinas plasmdticas. La gréafica #27 fué
elaborada a partir de los valores de referencia normales de
una poblacidn mestiza mexicana para cada protefna plasmatica.

Estos valores de referencia se representan en la tabla #5.
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Valores de Correlacion de los 3 Métodos de Inmunoprecipitacion.

Ig6 IgA Igm Cz Cs
P o L«“":\‘ A (S
1\}“‘3‘\?ﬁ§‘3"9a ‘\)G%@c\:ﬁ"ﬁ“ J\“a\i\i' Cﬂi‘“ 1\)"*6;2\:0& .I 0B \E?:fﬁ"@%
ue - ™ w \*
ns 20 n=z20 nz 10 n= |0 n=1%
r=0.98 r=0.97 r=0.93 r=0.93 rz0.98
=03 p=0.7 | =09 p=0.3 t=0.6 p=0.5
cone. conc CONC. | conc, conc. | conc. conc conc. | conc. | conc.
731 | 475 | 187 | 175 | 77 67 | 106 | 97 I 15
1306 {1148 | 234 285 | 147 | 174 70 | 62 12 16
1463 | 1241 | 193 | 147 98 100 | 82 47 13 18
1045 | 727 | 234 | 245 | 98 98 55 62 14 19
1620 | 1289 263 [ 323 | 98 9l 92 83 12 17
2146 | 2223 | 216 | 224 | 105 | 94 77 66 16 20
2090 | 2316 | 181 | 124 98 78 66 6l 15 19
1306 | 767 | 263 [ 299 | 105 | 15 73 64 17 22
2769 2223 140 | 120 | 9l 71 59 | 50 12 16
1933 | 1523 | 245 | 279 | 105 | 82 62 50 17 22
2393 3515 | 167 | 319 o oL 1e | 2
gg:g eegg 233 [ 332 | dqe\"; a 10“6\0\0-9‘ 18 | 23
6l 167 | 187 1 i 14 19
98 | 1008 | 1888 | 3638 | 304 | 294 | 110 | 98 18 23
iB6l | i8I7 | 147 | 546 | 386 | 354 | 106 | 86 i 15
2553 | 3630| 113 189 | 304 [ 294 | 118 | 107
2553 3630] 970 | 1215 | 117 | 155 89 71
5424| 5723| 910 | 1815 258 | 259 | 118 | 1l
5105 | 5480| 80 283 | 17 155 14 | 98
2287 | 1950 | 342 | 396 | 258 | 259 | 123 | 116
340 | 320 | i06 | 98
246 | 250 | 123 | 1
293 | 285 102 | 90
n=10 n=10
1': o 6599p=0.9 r=0.96
Tabla No 4.



CORRELACION ENTRE EL METODO DE TURBIDIMETRIA

Y NEFELOMETRIA PARA LA DETERMINACION IgA

Turbidimstria

1800
1400

‘200
1000
2800
1600
400
200
1000

mg/dl

Y- .50 x+78
r= 0.98

200 400 600 BUU O0F Jod A0 180G 2800
'uil" L 2

£ IR

mg/dl

Grafica No2l

240w 360

CORRELACION ENTRE EL METODO DE TURBIDIMETHIA
Y NEFELOMETRIA PARA LA DETERMINACION IgG

Turbidimetria

8000

7000

$000

5000

4000]

3000

2000

mg/dl
Y073 . x4+ 4TI
s 0.97 ?‘/
n- 20 o

/../
.,,/
. ) e N '-
'/v)‘
o ¥

1000 //
L]

00 2000 4DO0 4000  S.00 6000 7000 8000
Nefelomelria

mg/dl

Grafica No 22



Turbidimetria 200
mg /dl

CORRELACION ENTRE EL METODC DE TURBIDIMETRIA
Y NEFELOMETRIA EN LA DETERMINACION TIgM

180
160
140
120
L] .
100 . =
b y=0.54'X+50
80
* r=0.93
60
n=10
40
m 1
Nefelometria
mg/dl
20 40 GO 80 100 120 140 IS0 180 200
. Grafica No23a
Turbidimetric 440
mg/dl
400
360
320
280
240
200
y= 1.35-x-92
160
r=0.99
120
n=10
80
40
7 I.DR.
80 120 160 200 240 280 320 360 400 440 mg %

CORRELACION ENTRE EL METODO DE TURBIDIMETRIA
E INMUNODIFUSION RADIAL ENLA DETERMINACION IgM

Grafica No 23b



Turbidimetria

mg/dl

Turbidimetria

mg /dl

H

3 & 3 8

3

20

CORRELACION ENTRE METODO DE TURSBIDIMETRIA

Y NEFELOMETRIA EN LA DETERMINACION <C3

Grafica No 24q

¥Y=0.95X t 1l
r= 0.93

n=I0

Nefelometria mg/dl

] 20 30 40 50 60 7O 80 90 00 110

o 7

P od :

P Y= 0.74 X137

n=10

mg %

10 20 30 4C 30 &0 TO 8O 90 00 o 120
CORRELACION ENTRE EL METODO DE TURBIDIMETRIA E
INMUNODIFUSION RADIAL EN LA DETERMINACION C3

Grafica No 24b



24

22
20

CORRELACION ENTRE EL METODO TURBIDIMETRICO

¥ NEFELOMETRICO EN LA DETERMINACION C4

Turbidimetria
mg/di

y=110-X+3.05

r=0.98
n=1%

Nefelometria

z 4 6 8 0 12 14 16 18 20 22 24 mg/dl

Grafica No 25



CONCENTRACION DE INMUNCGLOS 'UINAS
NORMALES Y PATOLOGICAS

7439
600% éis
560 555
500%
6
oos | 40
300%
200%| 468
1755 7
' 42
ns
100%
e 49 2
38 4
281 56 27 e 8.0
Ig6 IgA Ig c3 Cc4
RO NORMALES [ amormaces

Grafica Ne 26



TURBIDIMETRIA

NEFELOMETRIA I.D.R
X = 1408 X=1307
IgG | DS.= 403.5 DS.= 443
C.V= 28.6 %mg/dl | CV.= 34% 800 - I1B0Omg/d!
X IDS(1006-1812) | X21(864-I750)mg/dl
X=200 X=26l
DS.= 63.7 DS.=108
IgA | CV.=32% CV.z41% 90 - 450 mg/di
Xt 2(73-327)mg/dl | X22(44-477)mg/dl ,
5|
X=182 X=97 X= 262
DS.=63.7 DS.=30 DS.=64
IgM | CV.=56% c.v.= 31% CV.=24% .[
X% 2(80- 284)mg/di| X22(37-157)mg/dl Xt 1 (198-328mqg/dl ‘
|
X=9L5 X=64 X=98
DS.=238 0S=15 DS.=13
Cxz C.V.=26% C.V.=24% C.V.=14% I
X*2(42-102)mg/dl | X22(34-94)mg/dl | X22(72-124)mg/d!
X=144 X=16.l
DS.=2.5 DS.=LI6
Ca CV.=IT.3% C.V.7.2% 20~ 50 mg/d! ,
X= (DS( II.Q‘I&SM X= 1DS(14.9-172)mg/dl |
Tabla No5. Valores de Referencia de

una Poblacion

Normal Mexicana por los 3 Metodos de |nmunoprecipitacion
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VII DISCUSION

La sensibilidad de la reaccifn antigeno-anticuerpo en el método
de Turbidimetrfa, mostrd que al hacer 11 diluciones seriadas del
standar de calibracibn para cada curva de concentracién, sirvié
para delimitar las zonas de menor y la mayor sensibilidad de la
reaccién.

Debido a la concentracifn mayor de la IqG en suero, su rango de
sensibilidad serd el mayor IgG (51.2-3280) mientras, que para
la concentracién de C4 su rango menor serd de (2.7-32.4).

Después de haber ensayado experimentalmente la dilucién del -
Polietilenglicol (PEG) a 10. 100, 20, 30, 60, 40 y 50 g/l se
observéd que la dilucidén adecuada en la cual se acelera la velo-
cidad de la reaccidn antigeno-anticuerpo, corresponde a 50g/l.

El empleo del Tween 20, es solamente como detergente, ya gque
permite disminuir la tensidn superficial de los sueros.

Las diluciones 6ptimas de los sueros standar de las diferentes
protefnas plasméticas, después de haber efectuado varias dilu-
ciones fueron:

Igé 1:30 IgA 1:20 IgM 1:30 C3 1:30 ca 1:10
Estas diluciones muestran ser las apropiadas para delimitar la
zona de equivalencia de la reaccidén antigeno-anticuerpo junto
con el antisuero dilufdo 1:10 para todas.

Su coeficiente de correlacifén fué r = 0.99 para cada una de ellas.



La absorbancia (D.0.) serd dependiente de la concentracifn y
tiempo para cada cinética de reaccién. Los teimpos de reac-
cidn fueron:

Ig6 10-120 seg IgM, C3 y C4 10-180seg
y el mayor corresponde a IgA 10-240segqg

Las cartas de control de calidad presentan pequefias diferencias
en 1os promedios de lectura de cada proteina plasmdtica, sin
embargo ningln caso rebasa los limites de tolerancia a partir
de la media, tanto para el limite superior, como para el limite
inferior (99%). EIl coeficiente de variabilidad (C.V.) para
cada una dué de:

Ig6 2.9, IgA 4.9, IgM 3.2, C3 1.6 y ca 2.9

Mediante el especto de absorcifn de estas proteinas plasmdti-
cas, nos es posible observar que la mayor lectura para éstas se
halla a 340nm, por lo cual se eligid esta longitud de onda para
el presente trabajo, ya que otros autores afirman que las mejo-
res lecturas para dichas protefnas plasmdticas se hacen en lon-
gitudes de onda correspondientes entre 360 y 380nm (43).

Al variar la concentracibn i6nica temperatura y pH se altera el
curso de la reaccifn de precipitacién.

En cuanto a la temperatura no existe una diferencia significati-
va en el curso de reaccibn entre 25°C y 35%. La temperatura

para condiciones standar adecuadas fué de 35°.

El pH adecuado para condiciones standar, fué de 7.0 para el di-
luyente del polietilenglicol.

Los antisueros lfguidos adecuados para la técnica de Turbidi-
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metria son los ce conejo, conocidos como de alte grado Nefe-
lométrico. Los antisueros de la Quimica Hoechts proveen exce-
lentes resultados.

En cuantc a los Métodos de Nefelometria e Inmunodifusibén Ra-
dial,
de Turbidimetria, pero para el tiempo de las lecturas, éste
varfa mucho de acuerdo al método.

En
se
co
ma

el
de
de
un

se observl que hay una buena correlacifn con el Método

Mieloma Multiple s6lo se acumulan anormalmente una cla-
moléculas de inmunoglobulinas. El examen electroffreti-
estas protein2s revela una banda bien definida que for-
pico muy alto y estrecho, La inmuncglobulina del Mie-

loma puede corresponder a cualquiera de las inmunoglobulinas.

La albGmina ocupa normalmente del 52 al 68% dal valor protéico

total,

las globulinas que se han dividido en base a su movili-

dad electroforética en alfa1. alfaz, beta y gamma, el cociente
albGmina/globulina y las proteinas totales.
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VIIT CONCLUSIONES

El espectrofotémetro Carl-Zeiss asf como el espectrofotémetro
Coleman Junior, mostraron ser aparatos adecuados para ef mon-
taje y aplicacifn de la Técnica Turbidimétrica, disponibles
para cualquier Laboratorio Clinico.

La Turbidez medida por Turbidimetria puede ser cuantificable

a los 2min. (90% de su valor méximo), a diferencia de Nefelo-
metria, ya que sus lecturas se hardn después de 1hrs. de la
reaccibén antfgeno-anticuerpo y por Inmunodifusi6bn Radial hasta
las 48hrs.

La Correlaci6n entre las técnicas de Turbidimetria, Nefelome-
tria e Inmunodifusi6fn Radial fué positiva y alta para las tres,
el coeficiente de correlacibn fué de r= 0.93 a 0.99, se obser-
v6 que en IgM y C3 la correlacifn fué mayor entre Turbidimetria
vs IDR, a diferencia de Turbidimetrifa vs Nefelometria, debido
probablemente a2 su PM de é&stas, IgM 900,000 y C3 180,000.

Para IgG, IgA y C4 la correlacifn es similar entre Turbidime-
tria vs Nefelometrfa, debido probablemente,a sus caracteristi-
cas fisicogquimicas semejantes.

En las lecturas para los valores de referencia obtenidos de
una poblacién mestiza mexicana de las proteinas plasmdticas,
la técnica de Nefelometria tuvo un minimo mayor de porcentaje
de presicién con respecto a Turbidimetria e IDR.
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En el Control de Calidad elaborado para cada proteina plasmé-
tica por Turbidimetrfa los limites de confianza de este méto-
do se ajustan dentro de los lfmites de confianza de los méto-
dos enzimaticos. C.V. = 10-20%.

El montaje y adaptacibén del Mé&todo Turbidimétrico obtuvo re-
sultados favorables:

a) El Espectrofotémetro fué el adecuado

b) Los reactivos y antisueros proporcionados por la
Quimica Hoechts, y que se emplean para Nefelometria,
pueden ser utilizados por el Método de Turbidimetria,
con la gran sensibilidad, especificidad y presicifn
esperadas.
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