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Para deterainar la potencia antitet.lnica de 

inaunoalobulin••• existe un •~todo in vJvo introducido por 

J. lp•en ( 1942) 1 el cual deteraina el efecto neutralizante 

de la inauno1lobulína sobre la toxina tet,nica titulada en 

unidades L+/10/50 T e• Mn•ible para deter•inar cantidade• 

p~iueñas de inauno~lobulina. 

Dicho erecto ae observa sobre un aodelo aniaal,1eneralaente 

ratones albinos a los que se ínyectan,por via subcutAnea, 

d1ferentes concentrac1onea de inaunoglobulina, toalndoae en 

cuenta el indice de mortalidad con signos de tetanizaci6n al 

qulnttJ dia despu~a de la inoculaciOn. Posteriormente ae 

determina el 50" de protecc16n 1 DEs o) por el metodo de 

Spearman-Kirber 120).Por este m~todo ae obtuvo,para una 

•ueatra de inmuno1lobulina antitetAnica una potencia de 

234 73 UI/ml t:L-n una dcsviaciOn est.lndar de 15.20 y un 

coeficiente de variac16n de 6.47,esta inmunoglobulina 

proviene de lo• laboratorio• Herieux de Lyon/France. 

Ya que en ocasione• se requiere deterainar en poco tiempo la 

actividad protectora de este producto 1 por haber sufrido 

accidentes en su conservaciOn o distribuc16n 1 se plantee.\ el 

deaarrol lo d~ un m~todo in v1 tro denominado Inaunodifusi6n 

Radial Sl•ple 1 IDRS), mia•o que fui optimizado y 

correlacionado con la técn1ca Jn vJvo para verificar •i lo• 

resultados •on con•i•tentea entre aaboa m•todoe. 
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Por aedio de iata ticnica ae obtuvo una reproducibilidad del 

99ll y una sendbilidad de 22 a 44 UI/al, lo cual la hace 

adecuada para el propósito indicado, ya que ea ••• •en•ible 

y reproducible que la t'cnica in vivo de J.Ipsen. 

Con ba•e en e•to, se puede establecer la prueba de IDRS como 

un •'todo alterno que per•itir• conocer de aanera rApid& T 

exacta la actividad antitetAnica de las inaunoglobulinas 1 

corroborándo la actividad biolOgica peri6dicaaente,con el 

m'todo in vivo. 
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11. UTIODUCCIO" 

Todo• los vertebrado• incluyendo al ho•bre, pre1entan un 

•ecania•o de defensa llaaado aisteaa inmune, el cual es 

activado por estructuras aolecularea internas o externas 

denoainadaa antf1enos , dAndo lugar a una respuesta celular 

y/o humoral que tiene coao producto, entre otros, la 

foraaci6n de anticuerpoa, mol@culaa de naturaleza prot•ica 

elaborada!:> por las c~lulas plasmAticas {1 11/. 

Laa !unciones principales de loa anticuerpos son laa de 

reconoci•iento y combinaci6n con el antl1eno eapeclfico. En 

el suero existe un grupo de glucoprotelnaa denominadas 

inmunoglobulinas que preaentan una eatructura aolecular 

caracterlstlca , la cual le permite a la molécula, llevar a 

cabo las funciones de anticuerpo. 

En 1962 Rodney Porter propuso un modelo bAsico de la 

estructura molecular de la• inmunoglobulinas flif IJ, en el 

que se plantea que cada •olecula eat! for•ada por cuatro 

cadenas pol ipept ldicas, dos largas o pe•adas y dos cadenas 

a!a cortas o ligeras, unidas entre s! por puentea disulfuro 

intracatenerios (1,1}. 

Cada cadena pesada y ligera presenta una secuencia 

••ino!cida invariable deno•inada re1ión ''C" o constante, con 

extremo carboxilo terainal, adem!s de una regi6n "V" o 
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variable. con extremo amino terainal, en la cual la 

secuencia aminoAcida es distinta para cada anticuerpo 

especifico tI,l}. 

En base a su estructura primaria y secundaris 1 existen cinco 

tipos diferentes de cadenas pesadas llaaadas mu, gaa.ma 1 

delta, epsilon y alfa, mismas que deterainan las cinco 

clases de inmunoglobulinas: IgM, IgD, IgG, IgE e ISA y s6lo 

existen dos tipos de cadenas ligeras, comunes en todas, 

denominadas kappa y lambda U,f}, 

Cada clase tiene caracterlsticas fisicoqul•icas diferentes 

seg6n los tipos de cadenas que presenten (fil Z}, lo cual 

permite advertir que las inmunoglobulinas son de una gran 

he terogene id ad molecular. añn compartiendo ciertas 

determinantes en las regiones constantes. Esto explica el 

porqué- cada tipo de inmunoglobulina reacciona 

cspcclficamente frente a distintas situaciones, 

estableci~ndose asl sus propiedades biol6gicas (J,5}. 

A continuación se nombran algunas propiedades biol6gicas de 

las inmunoglobulinas: 

La IgG y la IgH representan en conjunto de un 85% a un 90X 

de la actividad total de anticuerpos en el suero. Actóan en 

la defensa del huesped contra infecciones. Pueden actuar 

como anticuerpos especlficos contra toxinas bacterianas y de 
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otr"' indole (difteria, teto.nos, botulismo , antrax., etc.} 

(J,S). 

La IgA ea la inmunoglobulina principal en las secreciones 

externas del cuerpo. Asume una importancia fundamental 

respecto a la protecci6n del tubo diqoestivo, viss 

respiratorias , aparato genitourinario y ojos, actóa contra 

la invasLOn microbiana (1,5,,J. 

La IgD se halla principalmente en la superficie de ciertos 

linfocitos B, donde funciona como receptor de antlgenos. 

Esta proteina se ha identificado en el hombre, animales de 

laboratorio y pollos .IJ,1,1), 

La IIE se encuentra en concentracio~es muy bajas en el suero 

humano, a pesar de lo cual reviste una gran importancia por 

su intervenci6n en reacciones de hiperseu~ibilidad de 'tipo 

al~rgico y anafilActico, tambil!n estA relacionada con la 

respuesta inmune en muchas infestaciones por helmintos 

(J,1,1}. 

Actualmente, dentro de la medicina preventiva existen 

productos biológicos de origen humano,en particular de 

9an1re,plasma o suero 1 que son utilizados en la prevenci6n y 

tratamiento de algunas enfermedades y que su principal 

componente son las inmunoglobulinas. 

Es un procedimiento necesario determinar la potencia de 

estos biológicos, con la finalidad de obtener productos 
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seguros Y eficaces~La calidad de un producto bíolOgico debe 

ser diseñada,producida y conservada a un costo econ6aico y 

que satisfaga por entero al usuar-ia.La palabra calidad no 

tiene el signifícado popular,de lo mejor en sentido 

absoluto,sino que quiere decir mejor dentro de ciertas 

condiciones 1 caract~rlsticas o requisitos previamente 

establecidos 

Con relativa frecuencia también se requiere det.erminar la 

actividad inmunogénica o prot.ectora de las 

inmunoglobulinas 1 por haber sufrido accidentes en su 

conservaci6n o distribuciOn no conociendo el tiempo y 

temperatura de exposición con exactitud,es indispensable 

determinar de manera rApida si pueden o no usarse,sín 

embar-go,los métodos de prueba existentes son 

complejos,tardados y costosos,por lo que en ocasiones no son 

accesibles,originando una inversión d~ tiempo considerable 

que puede incluso propiciar la no disponibilidad de los 

productos en caso de emergencia, 

Atcndiet1do n esto,es necesario desarrollar m~todos alternos 

que permitan conocer de manera rApída y exacta ln acti\'idad 

o polencja de los productos en cuesti6n,raz6n por la cual en 

el presente trabajo se plunte6 el desarrollo de un método in 

l'Ít.ro y su correlaci6n con el mt!-todo in vj\~o exíst.ente para 

determinar ln potencia antitetñnica de las 

inmunoglobulinas. 

Todas las caracter1sticas generales de lRs inmunoglobulinas, 

en conjunto, proveen a In molCcula de una actividad 
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espPclfica que le permite llevar a cabo ".ietf"rrrtinadas 

reacciones antlgeno-anticuerpo 1 lo cual las califica como 

heaolJticaa. aglutinantes, precipitantes o fijadoras de 

co•pleaento (51. Por tanto 1 es evidente que pueden 

ident.ificarse de diferentes formas segó:n sus propiedades 

particulares ,lo cual ea de utilidad en el laboratorio para 

crear puntos finale9 de reacciOn rApidamente detectables 

para estudios in vitro. 

Dentro de las reacciones anttgeno-anticuerpo, la 

precipitaci6n es la base sobre la cual se ha desarrollado la 

inm:unoqulaica, su senaibil idad y especificidad le. hace de 

aran valor para d:iat1n1uir e identificar diferentes 

proteinas IP/. 

Ex1ate una gran variedad de mitodos cuantitativos dentro de 

los estudio• inaunol61icos donde se requiere de equipoa 

especiales, sin embargo, para la determinación de los 

componentes de las in•unoglobulinas se necesita de simples 

•'todos en donde se combina la precipitación inmunoqu!mica y 

la difusión en geles de agar (IJ. 

Eaplesndo ~oportes adecuados, en especial i.quellos que 

tienen coao base agar disuelto en electroli tos, es po!!lible 

hacer que •icren antlgenoa r anticuerpos de tal foraa ~ue al 

encontrarse interactuen. La t'cnica de difusiOn en gel 

1eneralmente utilizada en loa anAlisis de cuantificación de 
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ínmunoglc.b1tl í nas 1 es 1 a inmunodiíusi6n radial simple o IDRS 

IJJ. 

El t~rmino de inmunodifusi!n radial es aplicado a sistemas 

en los que el gel es extendido en una superficie, donde se 

lleva a cAbo la difusi!n en forma radial comenzando de un 

pozo circular. La inmunodifusi6n fu~ utilizada aparen~emente 

por primera vez por Petrie (1932) en sus estudios sobre el 

crecimi<-ntn de colonias bacterianas en un medio ge!ificado 

que co1:tcr1la un antisuero ~5pecifico. El observb qt1e 

;.l:·i:-<le<l1·r· de algunos cultivos se encontrnban uno o mAs 

anillos ·!e precipitaci6n de diferentes calibres (JDJ. 

Ouchlerlony (1949) fué el primero que utilizO a la 

j IJmunod i fu~ i On radial simple pn.ra prop6sitos 

scmicuar1tilativos 1 esto f\JÓ durt1nle los estudios que llev6 a 

cabo parn determinar la habílidnd de producci6n de 

d l fe rentes tol'~inas por ~-º!:'}'P._gQ!H~.tc_r_L~!ll _qJI?t1th~...r..i-ª..~. Se bo.sO 

principulm"'ntc en la relación existente entre t.•l ancho del 

precipita do la cnntidad de antlgeno producido por el 

culti\•o y la relación inversa entre el lo.maño del 

precipiludo y la concentr1lcibr1 del nntisuero empleado (111. 

Dcsnforlt1nndnmenlc estos cslt1dios no se continuaron y fu~ en 

195i ctmndo Finber, Haywllrd 1 ,.\ttgustiu y Crowlc, drscr!hieron 

11nn modificnci6n scmicuantitntiva del mCto1Jo de lORS, 

determinando principalmenl(! puntos finales 1 l levnndo a cnbo 
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una serie de diluciones de una soluci6n antig¿nica r 

probAndolas en placas con el antis:uero. Denociinaron puntos 

finales a aquellas diluciones Qás ~randes donde fue posible 

aOn -..·isualizar un anillo de precipit.ado alrededor del po~o 

(llJ. 

En 1965 Hancini, Carbonara y Heremans introdujeron una 

ticnica nueva utilizando la IDRS par:\ determinar la cantidad 

exacta exíst.cntc de los ant!genos. Fondamentalmente 

basli.ndose en la simple tl!-cni ca de di fus iOn 1 ineal de Oud ir~ e 

incorporando anticuerpos especlficos en tina placa de agar, y 

apa:n\ndoRe en el principio de que existe una relací6n 

cuantitat.i·vn entre la c1111tidt111 de ant1geno y el anillo de 

precipitaci6n resul t.~nt {". Conclu~·eron que el área 

circunscrita por el anillo de precípitaci¿n, es proporcional 

a la conccnt.raciOn del anligeno (l/J. 

En base a estos resultados, Hnr1cini ~lnbor6 una curva pnlr6n 

con estAndares de antJgenos conocidos, para as! determinnr 

la concenlrnciOn de anl!~~nos a cualquier diAmetro del po=o 1 

encontrando que ln sensibilidad del me.todo fuJ: del orden de 

1-3 mg/ml efe nntigeno.Para estof los nutores tomaron en 

cuenta varios ns pee los que consideraron sumamente 

importantes pnra cst.nbll~cer el método, entre los que se 

encorstrnLan las relticioncs cuuntilativl\s fundamentales, la 

re¡)roducibilidad d~l m~todo Y la sensibilidad del mismo {lOJ. 
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1) Las rrlfl!ciones cuantit:itivas fundamentales, b!sica•ente 

fueron laa sig~ientes: 

a) Creciaiento de los precipitados en función del 

tie•po. Deter•inaron que existe una relaci6n directa entre 

el tieapo requerido para lle1ar al ta•año final del 

precipitado 1 la correapondiente concentración del antl1eno. 

b) Relaci6n entre la concentraci6n del ant1geno y el 

taaaño final de los precipitados • Encontraron una relacihn 

lineal entre la concentración del antigeno 1 el !rea del 

precipitado al !inal de la difusión. 

e) Relaci6n entre la concentraci6n del antisuero, el 

taaaño del pozo y el tamaño final del precipitado 

. Demostrando que aabot1 parAaetros son totalmente 

independientes del di'•etro del pozo. 

2) La reproduc lbll ldad del mhodo la obtuvieron de ln 

ai1uiente torma: 

a) Variaron las placas utilizadaa y las posiciones de 

las solucione• dentro de cada pozo. Los resultados indicaron 

una variaci6n perceptible entre una placa y otra, debida a 

los diferentes espesores de las placas y una insignificante 

variación en cuanto a la posicidn del antileno en los 

diterentea pozos. 
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b) Variaron el volÓ•en de la• aolucione• del anticuerpo 

aanteniendo constante el antlgeno. En base a esto, llegaron 

a laa siguientes concluaiones: Para vol6•enes 1rande• de laa 

solucione• se producen Sreas grandes de precipitado con 

id~ntica• cantidades de anti•eno. 

e) Observaron la influencia de caabioa de temperatura 

en las Areas finale• de los precipitado•, determinando una 

variaci6n casi indistinguible del ta•año del precipitado a 

diferentes temperatura•· 

3) Senoibilidad del •~todo. En cuanto a eate punto, Mancini 

y col.(1965) deter11inaron loa llaites de la sensibilidad en 

el •o•ento en que el disco de precipi taciOn se observa 

d'bilmente, por lo que no ea lelble de aanera confiable y 

cuando el taaaño del alaao no lle1a ala alll del borde del 

pozo. Por otro lado, concluyeron que la densidad del 

precipitado dependla de la concentraci&n del anticuerpo 

incorporado en el gel y de la naturaleza del antigeno (JO). 

En el preaente trabajo se determin& si la t~cnica de IDRS ea 

dtil como prueba 1n vi tro para 

antitet~nica de inaunoglobulinas 

conocer la potencia 

y se estableci& la 

correlaci6n entre ~sta y la prueb.11 in vivo ya establecida 

para dicho !in. 
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Ae'tuA.1 "'~nte. se reconocen dos categorias de inauno"lobulina 

hu .. na 1 la inaunoglobulina hu•ana noraal, preparada con una 

•ezcla de plasmas huaanos de un nñmero 1rande de donadores 

selectoB, v la inaunoglobulina humana especifica para un 

anticuerpo en particular, que es una preparaci6n de una 

•ezcla de pla•••• buaanoa obtenidos de pacientes 

convalecientes, de donadorea inmunizados o de plaaaas ricos 

en anticuerpos eapeclficoa. 

La eficacia de la inauno1lobulin& noraal depende de la 

presencia de una cantidad adecuada de anticuerpo• contra 

aar-pil>n, tetanos, difteria y pol!oaiel!tia (11,ll,!I). 

En eata investisacil>n ae trabajl> con un tipo de 

inauno1lobulina eapeclfica: la antitetlnica 1 que es una 

soluc ll>n eat~r!l de globul!nas, derivada del plaHa 

san1ulneo de hoabres adul toa que han sido inmunizados con 

toxoide tetlnico. 

Para conocer la potencia antitctlnica, ml!1aa que indicar& 

los niveles de anticuerpo!I neutralizantea presentea 1 se 

cuenta con pruebaa de neutralizacil>n antlgeno-anticuerpo, 

laa que ae llevan a cabo Jn vJvo, aiendo el sisteaa 

indicador de dicha neutralizaci6n un modelo ani•al. La 

capacidad de la inauno11lobul!na anti tetlnica para 

neutralizar al antlgeno (toxina tetlnica) se eval6a por los 

indice• de aortal!dad de acuerdo a ptodo1 experi•entale• 

que peralten el anllisis eatadlat!co de los reaultadoa (JI), 
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El agente etiol6gico del t~tanos es el Clo1tridiua tetani 1 

el cual elabora una exotoxina muy activa coapueata por doe 

fracciones 1 l~ tetanospasmina 1 la cual afecta las células 

del tejido nervioso provocando la contracci6n e1pasa6dica de 

101 aósculos y la tetanolisina que produce li•ia en loa 

eritrocitos (llJ. 

Se conoce que 5 x iO' ml dé la toxina tetAnica obtenida del 

filtrado del caldo de cul tl vo de Ql.Q._stridium tetani • es 

capiz de aatar al rat6n albino con un peso equivalente a los 

201 1 aientras que la toxina seca, obtenida por precipitaci6n 

con sulfato de amonio, es mortal para el rat6n a la dosis de 

5 " i<i''.1 (ll}. 

En los animales de expcriaentaci&n, el t~tanos se manifiesta 

con contracciones convulsivas de los a6sculos del cúerpo 

donde se introduce el agente etiol6gico, despu~s aparece la 

conLracci6n t6nica de los mósculos maseteros y alaicoa,. 

posteriormente el proceso involucra los mósculo1 del dorso y 

aiembros describiendo el cuerpo un arco, para llegar por 

óltimo a la muerte a consecuencia de asfix.ia y afecci6n de 

los centros vitales (11), 

Existen diatintos metodos para titular o dosificar pequeñas 

cantidades de in•unoglobulina antitet•nica J todo• ellos son 

aodificaciones de loa siguientes: 
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H.ltodo de Feierabend ( 1930). Segón este mHodo se pueden 

titular lns cantidades de 0.2, 0,067, 0.02, 0.0067 y 0,002 

Ut de in11uno1Uobulina 1 usando cinco diferentes dosis de 

prueba de la t..oxina. Estas deben estar preparadas de aodo 

que al mezclarse con 1/5, 1/15, 1/50, 1/150 y J/500 de UI 

causen tetanizaci6n local en cuyos (UJ. 

Knerr y Hottle (1934) indicaron una t~cnica en la cual se 

miden valores de antitoxina de 0.0002 a 0,02 UI 1 usando una 

dosis de toxina equivalente a 1/125 de la dosis que aezclada 

con 1 UI de antitoxina mate a un cuyo al cuarto dla. 

Jatrati (1938) desarrolló un m~todo de graduaci6n subcutAnea 

en ratones. En ~sle se miden 0.0025 Ul de antitoxina mlniaa 

y se utiliza como dosis de prueba de toxina, aquella que 

mezclada con 0,001 Ul mate al quinto dla a la mitad· de 

ratones (L+/1000) {11}. 

Bn 1942 J,Ipaen introdujo el 11Hodo que actualmente ea 

utilizado. El prop6aito fundamental de este •'todo ea el de 

deterainar el electo neutralizante de un euero pro~leaa 

sobre una toxina conocida, en una serie de dilucionea 

inyectadas por v!a subcutAnea a ratones entre los· 16 "I 18~.~~ 

de peso. El factor mAs importante de esta prueba - es el 

indice de mortalidad, con signos de tetanizaci6n 1 ocur'rÍ.do 

al quinto dta despu~s de la inoculaciOn. Para esta prueba se 
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utiliza coao dosis de tox1ns9 aquella cantidad ainiaa que 

nezclada con 0.1 Ul de in.unoglobulina e i.n7ectada a 

ratones, produce- su muerte al quinto dia despues de la 

inoculación con sinto.m.as de tetanizaci~n, a esta dosia se le 

denomina L+/10/50 fH/, Este metodo fu~ utilizado en el 

pi-esente trabajo para evaluar la potencia anti tet&nica de 

inaunoglobulinaa especificas. 
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OBJETIVOS 

- l•pleaentar 

como •~todo 

una prueba de in•unoditusi6n radial siaple, 

lo Yltro para establecer la potencia 

antitetÁnica de inaunoglobulinas. 

Estnblecer una eorrelaci6n 

!nmunodífusl6n radial simple 7 

eatablecida, para deter~inar la 

1nmunc.Qlobulinas. 

entre la prueba de 

la prueba in vivo 7a 

potencia antitetAnica de 

- Reducir el tiempo de anUisis en la determinaci&n de 

polencia antitetAnica de inmunoglobulinas 7 determinar la 

confiabilidad del sistema. 
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I 

IJJ.•ATlllAL f llTODOS 

1 • llBTODO IN VIVO 

s~ deter~io6 la pot~ncia de la in•uno1lobulina antitetinica 

lote 80383 10 veces en experimentos independi~ntes de 

acuerdo al m~todo que se describe a continuaci6n: 

1.1 Material. 

- lnaunoglobulina hiperinaune antitetAnica lote 80383 

Institut Nerieux Lyon /France 

-.Toxina tetAnica est~ril titulada en L+/10/50. 

- Eatandar Nacional de Antitoxina tetAnica con 25 UI/fco. 

(5Ul/ml), 

- A•ua peptonada al 1% est~ril. 

- Soluci6n salina al 0.85$ eat~ril. 

- Tubos de 15 ,... x 110 aa. 

- Gradilla para tubos de 15 •• x 110 ••· 

- Pipetaa serol61icas eathrilea de 1.0 al, 2.0 •l, 5.0 ml,y 

10 ml. 

- Papel parafilm. 

- Jerinsas de 3 al con agujas calibre 27 x 13 mm de long. 

- Balanza para roedores. 

- Jaulas para ratón. 

Ratonea heabraa de 16 a 18 g de peso,cepa NIH.(cepa 

utilizada en pruebas inaunol6gicas) 
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1. 2 Titulación de toxina tetA~ic~ en L•tiu/50. 

Para la deter11inaci6n de la potenciu antitetAniea de la• 

inauno1lobulinaa, ae tiene eatableeido un ••todo in vi\•o 

basado en procedimientos Faraacopeicos (111 111. Para esto es 

neceaario contar con una tox1na tet&nica titulada en doaia 

L+/10/50. La doaia L+/10/50 ea la •ini•a cantidad de toJ<ina 

que •ezclada con 0.1 UI de antitoxina • in~eetada a eu10• o 

ratone•, produce au •uerte al quinto dia despufs de la 

inoculacl6n con o!ntomas de tetanlzaci6n (11). 

1.3 Preparación del estandar. 

Del eatandar nacional de antitoxina tetAnica con 50 UI/•l, 

Me hace una dlluci6n 1:5 con aoluci6n salina al 0.91 

eat~ril, para obtener Ul de antitoxina/ml, poaterior•ente 

•e hacen dilucionea de !a toxina de prueba con f'ctor 

constante de diJucJ6n, utilizando acun peptonada para 

obtener una 1raduaci6n de mezcla• que permitan obtener la 

curva doaia•reapueeta. Se coloca en la 1radilla una aerie de 

5 tu boa de 15•• x 110 .. , se a1re1a l. 2•1 de dil uy11nt11 por 

tubo, •n•eluida se transfiere O.Bml de la solución de 

antitoxina diluida r por tlltimo 2:ul de las dilucionea de 

to~ina preparadas previamente. 
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Con objeto de encontrar la L+/10/SO, para cada prueba oe 

elabore un protocolo de trabajo (tlflro l/ y hte se ajuota de 

acuerdo a los resultadoa obtenido• en cada experiaento 1111. 

Los tubo• •e incuban a te•peratura aabiente y en la 

obscuridad durante 1 hora, lapao en que ae lleva a cabo la 

neutralizaci~n. Tranacurrido el tieapo, •• inyectan 6 

ani•ales por cada dilucihn preparada, via 1ubcutAnea 1 ae 

observan durante cinco diaa 1 ae re1iatran loa reaultadoa en 

un formato eapecitico para eato, se deteraina la doaia 

L+/10/50 por el dtodo de Spear•an - Urber /11,11/, en donde 

oe utiliza la eiauiente t6raula: 

Lo• JO de la dllu'ci6a I.íaal - ( Zo - d + d E r } 

ti n 

Xo • loa 10 del reciproco de la dilución •ini•a con la que 

todoa loa aniaale• aueren. 

d • 101 10 del factor de dilución. 

r = Ndaero de ratones auert~s. 

n • H6 .. ro de ratones por dilución. 

- 21 -



1.-4 Deteraintcihn de la potencia anti teotAnica d• la 

inaunoclobulina huaan• hlperinaune antitetinica. 

Con la toxina tet6nica titulada en L+/10/50, ae preparan 

dilucionea par• obtener 4 unidadea L+/10/50/ml,concentraclbn 

ya aatablecida para titular la inmunoglobulina antitet6nica, 

utillsando como dilu7ente a1ua peptonada al l~. El patrl>n de 

inauno1lob11lin• antitet•nlca •• diluJe con aoluci<\n aalina 

para obtener l UI/ml. lfl.f1ro'l/ llll· 

Se lleva a cabo una serie de cinco iae&clas de voluaenea 

conatante• de toxina tetllnica y voluae-nes variable• del 

patrbn de inaunoclobulina. El volumen de cada tubo se ajuata 

a 4al con aaua pep~onada. 

Todos loa tubos se lncuban a temperatura ambiente en la 

obscuridad durante 1 hora. De cada dilucion ae inocula O.Sal 

por vla subcutAnea a grupos de 6 ratones y •• ob~erva 

durante cinco dlae. Se registran las muertes con signos de 

tetanizacihn que se pre•enten en cada jaula, dlariaaente y a 

la mbaa hora 1111. 

Se deteraina el 50" de pi-oteccibn ( DEs o) por el aultodo de 

Spearaan - Klrber o por un metodo equivalente, tomándo•e en 

cuenta el Indice de aobrevivencia por dosis. 

Se calculan las UI de antitoxina tetAnica por mililitro de 

aueatra de acuerdo a la sigui~nte fhr•ula: 
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DE10 P 

UI ANTITOXINA a ----­ x PD 

TKTANlCA DE10 M 

en donde: 

DE10 P = doah afectiva da la preparación del patrón de 

antitoxina, que prote1e al 50 X de loa ani•alea. 

DEso H = dosis efectiva de la preparación de la muestra o 

proble•a que prote1e al 50 X de los animalea. 

FD !actor de dilución de la muestra o proble•a de 

in•unogfobulina 

2 •• llTOOO lN VI'nllO (Prueba opti•hada de IDRS) 

A•I tawbien.la potencia de la in1uno1lobulina antltetAnica 

lote 80383 fu' determinada 16 vece• en experimentos 

~ndientea,por el •Hodo de IDRS imple•entado y 

~ado ~este f!n.aisao 9Ue a continuaci6n se 

describe: 
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* E•tandar nacional de antitoaina t@t,nicA ~on ~O Ul/•l 

- lnauno1lobulina buaana biperinaun• antitet.,.ica-Toxina 

tetlnica eatlril (184 L+/10/50) 

- Alar al 2S en aaor~i1uador Tria-barbital (pH • B.6-9.00) 

- Probeta• da 100 al 

- Hatracea de 250 al 

- Placa• para lDRS 

- Mechero 

- Baño Maria. 

- Pipeta• aarol61icaa est,rile• de 10 al 

- Superficie perfect ... nte horizontal 

- Oradadorea de 2 .. 1 5 aa 

- lquipo para vacio (Slf6n) 

- Plantilla para oradacionea de lae placaa 

- HicroJerinl•• de 5 ~l 1 10 ~l 

- Reglilla para IDRS 

- Lector para placa• da inaunodifuaión. 

- Papel aeailo1aritmico de do• ciclos. 

2.2 Prtparaci6p de la• pl1ca1. 

- Preparar 50 ml de •l•r tipo VII al 2S en aaortiguador de 

Tria-barbital PR = 8.6 - 9.0 

- Mantenar la a1aroaa a 45-48'C en baño Maria 

- Afiadir 50 •l de toxina tetinica estlril - Mezclar 

perfectaaente 

- Alr•l•r a cada una de la• pl3cas "·º t O.lal de la .. zcla 
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Lo~'\!.,,,. ... ... ar 

- Dejar •olidlflcar a teaperatura aabiente en una superficie 

coepleteaente borixontal durante eo ein. 

- Rafri1erar durante eo •in. 

- Hacer por cuadrante cuatro oradac iones de 3- de 

diAaetro. Conaervar la• pl1c11 dentro de una bol•• de 

pll•tleo a una teaperatura de 2•8'C, 

~.3 "ttodo dt in!!l!nºdifyaidn radial •iapl1 !IQBSI 

• Depoaitar ID cada uno d1 lo• poso• de lta placa• 5 ~l de 

cada una de la• concentraciones del ••t•odar de antitoxina 

tetinica 7 laa dlferentea concentraclon•• de inaunoslobu­

lina probl•- 1r11. J • r •I • 

• Incubar a 35'C durante 18 hra. 

- Te~ir laa placa• de acuerdo al aétodo de•crito en 2.4 , 

- Llevar a cabo la aedicidn dt loa haloa. 

2.t Optieigaci6n d1l 1+tqdo de IPBS· 

Para eatabltcer el •+todo deacri to fue nece1ario le 

optieisaci6n de +•te variando lo• oi1uientaa parAlietroa: 

T .. aso del poao, conc1ntraci4n de anticuerpo, teeperatura de 

incubaci4n, concentracidn de antileno 7 t6cnica de tinci4n. 
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I 
1 

?.4. 1 Tamaño del p_~ Se probaron dos oradadorea, uno de 

5mm cuyo volu•en !ue de 10 p:l y otro de 2ram con 5 µl de 

volumen .. 

2. 4. 2 Concentraei6n de inmunoglobul ina huaana hiperinaune 

antit.~t&nica. Para Jeterainar la concentración óptiaa de 

inauno1lobulina y poder conocer la sensibilidad del mt!todc, 

ae elaboraron diluciones al doble del anticuerpo, de 1: 2 

hasta 1:128. con soluci6n salina al 0.9"~ manteniendo fija 

la concentración de antlgeno. 

2.4.3 Te•peratura de inyubaci6n. Se probaron 2 temperaturas 

de 1ncubaci6n para la• placas: 25 7 37•c. 

2.4.4 Concentraci6n de toxina. Para determinar la 

concentración óptima de toxina, se trabajaron las mezclas 

siguiente• de toxina - asar: 

- 25 al de a1ar + 25 al de toxina. 

- 25 al de •••r + 12 ml de toxina. 

- 25 al de a1ar + 6 al de toxina. 

2.5 Ticnica de tinci6n: La tt!cníca de contraste utilizada 

fu.!t la de tinci6n de proteinas con Ne1ro Aaido 

(ID),aodlCicada en base a los resultados obtenidos y se 

describe a continuación: 
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La• placas se lavan en cajas de petri con solucihn sal in• 

por 2 o 3 dlas, con varios cambios del fluido. Enae1uida se 

auaerjen por 1 dia en agua destilada para remover la sal. 

Despu~s se secan a 37•c. Posterioraente se lea agre1a por 

30min. una soluciOn que con tenia 4. lg de acetato de sodio, 

30al de icido ac•tico y lg de Amida Black, por litro. 

El color negruzco se remueve por tres baños de una aoluciOn 

con 50al de icido acetico 1 5ml de llicerina por litro. 

La denle& original 1111 oe modi!ic6 en base a los resultados 

obtenido• previamente.En ~ata fu~ necesario variar factores 

tale• coao el tiempo de lavado con aoluci6n salina 1 con 

a1ua deatilada, aai coao el tiempo con el colorante. 

Finalmente fu~ necesario re•over el color negruzco con baños 

de icldo ac•tlco - glicerina . 

3.CORRKLACION 

Con loa reeultadoe de potencia de la inauno1lobulina por 

aaboa •Atodoa, •e llev& a cabo el anlllsia de correlaci~n, 
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tnl'"l•"lrin euenta por un lBdo la concentraeiOn de 

iruouno8lobulina en UI/ml y por otro el diámetro de las 

anillos en mm. La rOr•ula a utilizar es la aiguien~e: 

EZiYJ - n JC Y 

(EZiZ - x1z Jtrnz - y1z J 

Donde 

r = Coeficiente de correlaci6n 

X Concentraci6n de in•unoglobulina 

Y Di4metro del anillo de precipitaci6n 
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IY.llSULTADOS. 

- "'todo In Vivo~ 

Para titular la toxina tetAnica en unidades L+/10/50 se 

tiene coao baae c¡ue todo antisuero debe reconocer a au 

antl•eno precursor ,aó.n ai •e encuentra en pequeña• 

cantidadea.exiatiendo un ranao en el cual ya no ea poaible 

eaa ldentlficaci&n dependiendo de la sensibilidad del mismo. 

Para deterainar el titulo de la toxina,ae hicieron 

diferentes diluciones de 'sta manteniendo constante la 

cantidad del anti•uero,lo que peraiti6 determinat- la 

actividad de la toxina tct&nica,expresada en unidades 

L+/10/50. 

Para ~ato fu~ necesario llevar a cabo las pruebas 

preliainares que per11i tieron establecer los ~":perimento• 

nd•ero 1 r 2 (fis. 6 v 7J. 

Como puede obser\'&rse, para cada prueba existen factores que 

son sumamente importante• para llevar a cnbo los cAlculos y 

••1 establecer el titulo de la toxina ,dichos factores 
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.1.on.eJ n6aero d• ratones por diluci6n denoainado S,el nó.aero 

de ratone• a:u•rt.o• por diluc16n denoainado R, la relaci6n 

n6aero de ratones utll izados entre el nOaero de ratones 

dilución 

diluc10n,aisaos que son 

R/N el 

utíl izados 

logari t~o de 1 a 

en la f Ormula de 

Spear .. n-Klrber, ya mencionada en la aetodologla, para 

calcular la pote ne ia de la toxina. 

En el caao de lo• exp«eri•entoa 1 y 2 ( fi• 6 'J' 1) no fu~ 

poaible utilizar dicha !6rmula ya que es necesario que 

exl•tan porcentajes de 90 a 100 S de •ortalidad,de 90 a 100 

S de sobrevtvencia y porcentajes de mortalidad-sobrevivencia 

1nter•edioe,pero en baee a eatoa reaultados,ae establecieron 

las diluciones de loa experimentos posteriores. 

Suetituyendo en la t6raula loa resultados del experi•ento 3 

la toxina trabajada presentó 187 .96 unidades L+/10/50,para 

confir••r Aato ae efectu6 el experiaento 4 exActaaente 

11ua1 1 obteniendose 180.36 L+/10/50.Por lo tanto se 

"!ilableci6 que la toxina contenta 184.16 unidades 

L+/10/50 1 P1¡.8 1 9 1 
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Una vez titulada la toxina tet.lnica se llevaron a cabo laa 

prueba• para deter•inar la potencia de la inmuno&lobulina 

probleaa(Fl1.lO a la 19) la cual tu• en proaedlo de 234.73 

UI/al de acuerdo al •laao ••todo de Spearaan-Klrber.(Flg.20) 

Para ello tu• nece•ario aeleccionar concentraciones de 

lnauno1lobul ina adecuadas en base a pruebas pre! iainares, 

para aa1 poder deterainar la potencia de la inauno&lobulina. 

En loa experiaento• al 10 (flg.11 a la 20) puede 

observarse que existen variaciones debidaa,probableaentt a 

tactore• bio!6glcos 1 encontrandose resultadoa 

incon1ruenles, coao ru• en lo• experiaentoa 2, 6, 8 y 9 1 que 

con eaqueaas de trabajo exlcta•ente i&ualea, en un caso ae 

obtuvo 100'1 de •ortal id ad, 7 en doa caaoa 100'1 de 

aobrevivencia,y en otro caso 6.6'1 de sobrevivencia.Sin 

eabarso,podeao" obaervar en la fi11.21 que en los deals 

experiaentos ae obtuvieron resultRdos aceptables, con los 

1ue se Clllcul6 la potencia de la tnmunoglobulina ,giendo de 

234.i3 Ul/la.1 ,con una variaci6n de 6.47 1 una desvia.ci6n 
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e~LA11uar de +/- 15.20 lo cual ea aceptable dentro del 

control de productos biol6gicos.(23 J 

-Mitodo In Vitro • 

Co•o ae aencion& en la •etodolo1tla 1 se procedió a la 

opti•izaci6n de la ticnica no•brada por Hancini (11) 1 toaando 

en cuenta vario• factores que aon iaportantea 7 se llegó a 

loa ai1uientea reaultados: laa placas con oradacionea de ¿ .. 

de diuetro un volu•en de 5¡¡1 de 

in•uno•lobul in•, preaentaron •ejorea resul tadoa al foraarae 

haloa de precipitaci6n pertectaaenle concentricos 7 sobre 

todo bien definidos dentro de la placa de agar.Sin eabargo, 

laa placas con oradaciones de s- 7 un voluaen de JOµl 

preaentaron haloa ovalados y en alguno• caaoa fui tan 1rande 

la ditusi&n que iapidi& •edir el halo de 

prec1p1tac16n.lFig,22) 

En relación a iaa temperaturas probadas (25 •e y 37•c ),se 

presentó una l 111fera diferencia en cuanto 1t. la definición de 

los halo• de prec ip1tación 1 observandose halos aejor 
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definido• • 2s·c. •in eabar10 a aabaa te•peratura• •e 

toraaron halo• concentrico• y ónicoa.fFi•.23} 

Cuando se probaron l•• diferentes •ezclas de toxina-agar •e 

~n,.,,ntrO que la •ezcla Opti•a tu• de 50S de acar y SOS dP 

toxina,obteniendoae aal halos bien definido•, conclntrico• 7 

6nicoa lo que permit16 hacer lectura• confiable•.(Fic.24) 

Para .. Jorar aón el contraate d~ los precipitado•,se 

procedlO a tratar la• placa• con la t•cnica para tinción de 

proteinaa con Negro Aaido (ll}, aiaaa que tul neceaario 

optiaizar de acuerdo a lo •i•uiente: 

a) Tieapo con el colorante, En este caso se dis11inu):Ó el 

tie•po teórico de 30 •inutoa a JO minutos para evitar asl el 

color ne1ruzco intenso de la• placas, que obliraba a tener 

que decolorar e.hauativ .. ente. 

b) Tieapo de lavado con aolución salina.Cuando loa lavados 

se hicieron cada hora durante 3 horas,loa halo• no se 

definieron y contrastaron,sin eabargo c1Jando •e hicieron 

veces en 24 horaa o en 48 horas,los halos se definieron y 

contrastaron. 
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De acuerdo a estos resultados, pode•o• decir que el tieapo 

6pti•o de lavado con •oluciOn salina es de 24 a 48 horas con 

lreM cambios :Jel rluido. 

e) Tie9J>O de lavado con a1ua deatllada. En este caso, cuando 

lo• lavadoa ae hicieron durante una hora ae obtuvieron haloa 

no bien de!inidoa,sin eabargo cuando se hicieron durante 2 

h...-,p1s ,., 1 °dfa,se obtuvieron haloa detinidoa y contraatadoa. 

El tie•vo de lavado con ••ua destilada ea i•portante para 

reiaover el exceao de aalea en laa placaa, al no ea el 

adecuado no •e de!lnen perfectamente loa halos. 

De acuerdo con lo• resultados, el tie•~o de lavado Opti•o 

con agua deatilada rue de 2 • 24 horaa, con tres ca•bioa del 

fl u Ido. 

Conceatract6n •lntaa F ...,,, .. de lnmuno1lobullna detectable 

par IDRS: 

Con a1uda de loa reaul tadoa anteriores ee deter•in6 cual era 

la concentraci6n alni•• y •lxima de inmuno1lobulina 

detectable con el ••todo opti•izado de I DRS. Para poder 

deterainar eato y la correlación entre el •ftodo de IDRS y 
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el •étodo in vivo, se prepararon curvas patr6n con la 

inauno•lobulina probleaa cuya potencia tue deterainada por 

el .etodo in vivo, asl taabien tue nece•ario preparar una 

curva patr6n con la in8unotflobul i na e•tAndar que •irvi6 de 

referencia. 

Las concentraciones, tanto de la in•uno1lobulina .Proble•a 

como del estAndar, 6pti•as para el propbsito del ~studio •e 

presentan en laa ti•uraa 25 y 26. 

Co•o puede obaervarse en los resultados de estas doa 

curvas,loa halos de precipitaci6n aon •enores a los 

obtenidos en loa experi•entoa realizados para optimizar la 

t~cnica, lo cual se debi6 a que para ¡sta• y para estudios 

posteriores 1 ee utiliz6 una toxina tetAnica distinla al lote 

ori&inal 1 por haber sufrido inactivaciOn debido El. un 

accidente de refrigeraci6n,ain embargo,al igual que la 

anterior,se titul6 primeramente con la t9cnica Ul VIVO. Se 

utilizaron la• concentraciones descritas para llevar a cabo 

los experi•entos al 6 . (Fil.27 a la 321 con la 

inmunoglobulina 1'.a:obleaa bajo la11 •ismaR condiciones de 

prueba ,obteniéndose co•o puede observarse en la fig.33 una 

aran reproducibilidad en los resul tadoa. 
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En condicione• ex•ctuente i&uales ae efectuaron loa 

experiaentos 1 al 4 con la inauno11lobulina esti.ndar, los 

reaultados pueden observarse en las Fig.34 a la 37. 

En la fig.36 ae observa el comportaaiento del estlndar el 

cual ea aeaejante al del proble•a. 

ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS Y CORRELACION 

Para llevar a cabo la correlaci6n se toaaron en cuenta 1 coao 

,.. ae habla aencionado la concentracic!ln de la 

inmunoglobulina determinada por el aitodo de J. lpsen y el 

dilaelro de loa anillos de precipitaci6n obtenidos por el 

•Hodo de IDRS. 

En la aueatra de inauno1lobulina probleaa,con la Y 

experiaental 7 la Y calculada ae obtuvo una correlaci6n de 

O.SI y la curva que la deacribe es Y= 2.928 exp (0.002 

X 1. (Tabla I) 

Con la inauno&lobulina eatlndar se obtuvo un coeficiente de 

correlaci6n de 0.837 con un comportaaiento siailar al de la 

inaunoglobulina problema con la ai11uiente ecuaci6n que la 

deacrlbe Y•2.972 exp, (0.002 X),(Tabla II) 
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Al coaparar las dos curvas podeaos observar que la actividad 

de la inaunoglobulina problema es ligeraaente mayor a la del 

eatAndar,en base a la distancia que las aepara,confiraandoae 

la validbz de esta curva dbsis respuesta 7 la precisibn dal 

ensayo. 
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Concentraci6n Volu•en de Volu•en de lliuetro del 

(P.D.=1.8) I1 •ol .•alina balo 

t.- 234.73 Ul/al •.• O. lml 4.5 ... 
2.- 130.40 Ul/al ..• O. lml 0.08 ,.¡ 4.0 .... 
3.- 72.44 Ul/ml ••• o. 1 .. 1 0.224 ml ••••• 3.5 .. 
4.- 40.24 UI /ml. • O. lml o. 483 ml. .. • • 3.0 mm 

5.- 22.36 UI/al ... o. lal o. 949 ml ••••• 
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ConcentraciAn Volumen de Volu•en de Dibetro del 

(F.D.=1.8) 11 Sol.salina halo 

!.- 350.00 UJ/ml •••• 0.1 mi ••••.•• ------ ...... 5.0 11m 

2.- 194. 44 Ul/ml •••• 0.1 mi. ...... O.OSO ml ...... 4.0 11m 

3.- 108.02 UJ/ml •••• O. l .1 ....... 0.224 111 ...... 3.5 .... 
4.- 60.01 Ul/ml •••• O. l ml., ..... 0.483 ml •••••• 3. o •• 
s.- 33.34 Ul/ml •••• 0.1 ml. ..••.• 0.949 ml 

6.- JB.52 Ul/•l •••• 0.1 ml. ... , •• l. 788 •l ...... -------
tifutl U.Curva de in•unoglobulina estAndar. 

CURVA DE INMUNOGLOllULINA ESTANDAR 

5.00 

.. oo 
¡ 
! 3.00 e 

" ~ .. Z.00 

i 
1.00 

o., ... oo ...... ___ 100-.00-------1-.00-------<-.oo-----«>0-<.oo 
CONCENT.INMUNOGLOBULINA(Ul/.i) 

Pagc - 61 



HUMERO. 
~¡ IUIO 

J. 

a 

3 

• 

CO"Cll:"TJlll­
C 10" 1>11: IG. 

"1111,2"1 Ul/ML 

, 22,3& Ul/ML 

l>lllMll:TJIO 1>11: 
LOS HllLOS 11:" 
MILUlll:TJIOS. 

"'·, 
"'·, 

"1.111 

"1.111 

"1.111 

3., 
3,, 

3.111 

3 .111 

3.111 

GA"" Gl.OIULIHA HUMA" HlP!RlHnul;[ AHlllEIAHICO ltlAGLúlULJóR,LOI[ Hlll, JHlll!Ul 

"t!IEUY L'ION/FR .. tE 1nL,ll4, Cl UI ''L 

F 1 GURA 1 ¡7 .POIDICll H llllll!OGLOIULIM PllOILlM POI nas. 
IXPPlllllllO 1, 

-ll-



f 
"U"ERO. 1 CO"CE"TRA- PIA"ETRO PE 

CIO" PE IQ. LOS HALOS E" 
"ILl"ETJIOS. 

'························· ······················-·· .......................... . 

1, :.·: 
i 234.73 Ul/ML ~ -, ............................................................................ . 

a 

3 

.. 

s 

2.30.4111 Ul/ML 

72.44 UI/ML 

4111. 24 UI/ML 

22.36 Ul/ML 

"· 111 

3.S 

3.111 

3.111 

3.111 

~~tift• 4:.'iiJi.J11~ n:.:11~,¡ÍI llJHP.ZHl'll)H[ ~Jill:tT~!itCa tUViLOi!JLJ!ll~.l.Ott iUil, lNHJ:':Jl 

ftE.iUE!JI. Li'OH/F~'-Mti !l'lt.::U~. tJ UI/1'll,, 

F 1 GUfU\ • ll .ron"'I• JI lllMIO(il.OIULIM PJM)il.l:JIA roa llllS. 

llCPPlllllltO Z. 

-ll-



"U .. ICRO. 
~E t!JiO. 

1 

a 

3 

.. 

CO"CICHTRA­
CIO" 111: IG. 

234.?3 UI/ML 

?2.44 UI/ML 

40.24 Ul/ML 

s a2.36 UI/ML 

111 A .. ICT RO 111: 

LO& HALO& IC" 
"ILIMICTRO&. 

4.S 

4.= 
4.S 

4." 
4." 
4." 

3.= 
3.= 
3.= 
3. " 

3. " 

3. " 

FIGURA 1 ¡¡ .PO!Dltl• H IMJllOGl.OlllLIM PllQILJM MI Ull$. 

IX1Dlllllll0 J. 



HU"SRO. 

M !VIO 

a 

3 

• 

CONCSHTRA­
CJOH DI: JG. 

Z34.73 Ul/ML 

~3111.4111 Ul/ML 

?:Z. 44 Ul/ML 

4111.24 UJ/ML 

2:Z.36 Ul/ML 

DIA"STRO DI: 
LOll HALOS SH 
"ILl"STROS. 

4.:1 

4.:1 

4.:1 

4.111 

4.111 

4.111 

3. :1 

3. :1 

3. :1 

3.111 

3.111 

3.111 

FIGURA 1 ll .POTlllCll ti lllllllQGl.OMILI• PllOlll.llM POR llllS. 

IXPDI mro •· 
-11-



J. 

a 

3 

F l GURA 

COMCICMTRA­
C J OM DIC JG. 

¡¡34.73 Ul/Mt. 

?Z.44 Ul/Mt. 

41a. 24 U I/Mt. 

2i!. 3G Ul/Mt. 

DJAMICTRO Dll: 
LOS HALOS ll:M 
MJLJMICTROS. 

.q. la 

4.e 
... e 

3.e 

3.e 
;¡¡.e 

1 ll .POTllll:IA H llWl~t.OIULIM PllOILIM POI IDRS. 
MIJlllllllTO S. 

-6'-



H me. 
C:OHC:ll:HTJIA­

C: 1 OH 1>11: 1 G. 

23'4,73 Ul/MI. 

DI A .. ll:TJIO 1>11: 
LOS HALOS ll:H 
..ILl .. IETJIOS. 

'4.!I 

4. !I 

1 
'4.!I 

......................... ·-·············-········· ··················-········ 

a 

3 

• 

F 1 GURA 

S.3111, 4111 U l/Mt. 

72.44 Ul/MI. 

4111.Z4 Ul/Mt. 

zz. 31> Ul/Mt. 

• n .ror111t11 11 1""""°"'01111.1• PllOll.IM roa IPll'i. 

IXPDllGl<IO •· 
-\?-



PIAMETRDS PE LDS HALDS PE PRECIPITACIDH EH MM. 

FACTOR PE PlLUCIDHs~.8 

s ¡¡,a¡ 
Ul/ft~ 

F l GURA 

--~~-~---~··· --~~-~ .. ~...1 

-. 

1 l1 .... 1111 N IDJS,lllllllOGLOllll.IN -· 

-u-



! ..... ~:.'..~~~~---···· -~~~~":~~~~~·~~: ... -~;~~~"E;;!~~~~~~--••• 
J. ase.•• u1 .... "i. ••• 

••• 
......................... ......................... ··········;,¡:·¡····· ..... . 

• "'·· .. .. 
......................... ......................... ··········;;:·¡;··········· 

a.s 
a.s 

.................................................. ··········3:·¡¡··········· 

• 

• a'4, 3? Ul""L 

a.e 
:a.e 

i.TU«ACIOHI. SIA•~·~ fOR lt!A•UI O!IJ!DXIM 47"t•APROX.>1411 UI .lt ~lCOll!l!UiD 

101 4,1 ftl. U 101.UCIO• 111.!0ó .111,11 Ulllll. ,DUEMll!UI ll'l'UlfttK!M.ftEM!i, 

F J GUA A 1 14 .l'OllllCIA H 1-LIM D1-I l'Olt llM, 

11111111-01. ·I!· 



MUMSRO. COMCSMTIUI- DllU•STR08 DS 
DE TUIO, CIOM DS IQ. L08 HllL08 SM 

MILIMST•08o ··-······················ .................................... : ............ . 

• 

• 

• 

••• 
11 •• 

4 •• 

4 •• 

COR 4,1111. PE IOLUCIOM IALIMA.ZIS.11 Ul/ftL ,OE!ERftlMAOAI E)(l'ERmNTALftEMIE. 

F l GURA 1 ll ,fOTIJICIA n lllllllOGl.O .. Lllll nt- POI ltllS. 
ma111111toa. 

-ie-



DJA"ETRO& DE LOS HALOS DE PRECJPITACIOH EH ""· 

FACTOR DE DJLUCIOHa&.8 

tXPElllnENlo Ekl'atlnuro 
Ho. _. 

;¡ r:¡¡¡ llKIOll 
................. ········-····· ............. . 

'·' '·' 
·--~-- ... :~;~; ....... ;;; ........... ~:~ ..... . 

•·e 
••• 

4,f 

w.11 •.e 
Ul/111. 4,t 

¡,, 

...................... i:;-····· ·····;:;······ 
a 11.n 1.1 

Ul/111. l.l ................. ·····¡;¡······ ·····;:~······ 
4 4l.11 1.1 i.t 

.......... ~!~ ....... !:! ................... . 

, 24.17 

.......... ~!~~-- ........................... . 

F J CiUR A 1 li ... lllM ti UIS.ES"N~AR 



RNALISIS SSTADISTICO PS RESULTADOS 

V CORRSLRCION. 



TABLA 1 
Y EXPERIMENTAL-CAl.CH!.ADA 

PROBLEMA 

CONCENT. UI /al Y EXPERIMENTAL Y CALCULADA 

234.73 
:t:J·L iJ 
234. 73 
234.73 
234.73 
234.73 
234. 73 
234.73 
234.73 
234.73 
234.73 
234.73 
234.73 
234. 73 
234.73 
234.73 
130.40 
130.40 
130.40 
130.40 
130.40 
130.40 
130.40 
130.40 
130.40 
130.40 
130.40 
130.40 
130.40 
130.40 
130.40 
130.40 
130.40 
130.40 
72.44 
72.44 
72.44 
72.44 
72.44 
72.44 
72.44 
72.44 
72.44 

4.50 
4.50 
4,50 
4.50 
4.50 
4. 50 
4.50 
4.50 
4.50 
4.50 
4.50 
4.50 
4.50 
4.50 
4.50 
4.50 
4.00 
4.00 
4.00 
4.00 
4.00 
4.00 
4.00 
4.00 
4.00 
4.00 
4.00 
4.00 
4.00 
4.00 
4.00 
4.00 
4.00 
4.00 
3,50 
3.50 
3.50 
3.50 
3.50 
3.50 
3.50 
3.50 
3.50 
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4.66 
4.66 
4,66 
4.66 
4.66 
4.66 
4.66 
4.66 
4.66 
4.66 
4.66 
4.66 
4.66 
4.66 
4.66 
4.66 
3.79 
3,79 
3.79 
3.79 
3.79 
3.79 
3.79 
3.79 
3.79 
3,79 
3,79 
3.79 
3.79 
3.79 
3,79 
3,79 
3,79 
3.79 
3.38 
3.38 
3.38 
3.38 
3,38 
3.38 
3,38 
3.38 
3,38 



72.44 
7? if.d 

72.44 
72.00 
72.44 
72.44 
72.44 
40.24 
40.24 
40.24 
40.24 
40.24 
40.24 
40.24 
40.24 
40 .24 
40.24 
40.24 
40.24 
40.24 
40.24 
40.24 
40.24 
40.24 
40.24 

TABLA 

3.50 
1.50 
3.50 
3.50 
3,50 
3.50 
3.50 
3.00 
3.00 
3,00 
3.00 
3.00 
3.00 
3.00 
3,00 
3.00 
3.00 
3.00 
3.00 
3.00 
3.00 
3.00 
3.00 
3.00 
3,00 

3.38 
3.38 
3.38 
3.38 
3.38 
3.38 
3.38 
3 .17 
3.17 
3.17 
3.17 
3.17 
3.17 
3.17 
3.17 
3.17 
3.17 
3.17 
3.17 
3.17 
3 .17 
3.17 
3.17 
3.17 
3.17 

Y=Z.1128 e.cpj0.002 a) 

COEFICIENTE DE CORREJ.ACION 
r2=0.906 
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4.llO 

CORRELACION DIAMIETRo-coNCENTRACION 
ellNICA 1(-LEMA) 



255.88 
255.88 
255.88 
255.88 
142.15 
142 .15 
142.15 
lU.15 
lU.15 

78.97 
78.97 
78. 97 
78.97 
78.117 
43.87 
43.87 
43.87 
43.8' 
43.87 

TABLA U 
T ICXPElllKElfl'AL-CALCIJLAJlA 

ISTAllDAll 

5.00 
5.00 
5.00 
5.00 
4.00 
4.00 
4.00 
4.00 
4.00 
3.50 
3.50 
3.50 
3.50 
3.50 
3.00 
3.00 
3.00 
3.00 
3.00 

T CALCULADA 

5.10 
5.10 
5.10 
5.10 
4.01 
4,01 
4.01 
4.01 
4.01 
3.51 
3.51 
3.51 
3.51 
3.51 
3.26 
3.26 
3.26 
3.26 
3.26 

Y s S.540 expf 0.860 x) 

COEFICH!ITI! DE CORRELAClOH 
r3 = 0.896 
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Y.DISCUSIOI 

MIITOOO 111 VIVO 

De acuerdo al me todo descrito por J. Ipsen, es necesario 

antes que nada tener titulada la toxina utilizada en 

unidadea L+/10/50. Para ti tul ar la toxina trabajada, fu' 

necesario llevar a cabo una serie de pruebas 1 ya que para 

poder aplicar el •'todo estadistico de Spearman-Kirber llOJ, 

e• necesario que dentro de los resultados de una prueba 

exista de 90 a 100~ de mortalidad, de 90 a 100~ de 

aobrevivencia J porcentaje• de •ortalidad-sobrevivencia 

inter•edios entre las diferente• concentraciones, por lo 

tanto, al no obtener porcentajes de mortalidad-

aobrevivencia inter•edios era iaposible aplicar el •~todo 1 

pero a6n aal 1 fueron de gran inter~s, ya que indicaba• que 

el titulo de la toxina se encontraba entre las diluciones 

1: 37. 5 y 1: 51. 65 1 adeala de servir como base para plantear 

los si1uientea experi•entos 1 que indicaron que la toxina 

contenla 184.16 unidades L+/10/50. 

J. Ipsen en 1942 planlea que este tipo de m~todos se ven 

limitados por diversos factores, entre los cuales el 

pr1 ncipal es la sensibilidad de los animales de prueba. Loa 

resultados experiaentales confirmaron lo anterioraente 

citado aunquP se lrat~ de ho•oaeneizar los lotes de aniaales 

t.rabo.Jados ya que en cada lote se utilizaron ratone• del 
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aismo sexo ,con un peso corporal de 16 a 18 g y la edad 

generalmente no vari6 mAs de 2 a 3 d!as, sin embargo, la 

sensibilidad de los animales se vi6 afectada por factores 

tales como el nivel nutricional en que se encontraban, lo 

cual pudo fundamentarse un poco mAs con las curvas de 

crecimiento de poblaciones semejantes durante este tiempo,lo 

cual puede atribuirse a una mala calidad del alimento 

disponible en H~xico para roedores ( 21). Lo anterior trae 

como consecuencia, en ocasiones, reaultados totalaente 

incon1ruentes como ocurri6 en al1unos experimentos para 

determinar la potencia de la inmunoglobulina problema. En 

loa experi•entos 2, 6 y 8 (111· 11, 11 1 11} se present6 con las 

aisaaa dosia, en un ~~~~ •nrtalidad del 100X y en los otro• 

dos casos sobrevivencia del lOOS, por lo consi1uiente no se 

pudieron tomar en cuenta paz,-a obtener la potencia de la 

inaunoglobulina. 

Sin embargo,eate a•todo in vivo 1 ea el ónieo que nos peralte 

conocer la potencia bio16gica de la inmunoglobulina 

antitetAnica y no solamente su actividad neutralizante. 

Un aspecto iaportante a notar,es que los reactivos 

blol&glcos son en general caros,diflciles de obtener y 

ronservar 1 y si aunado a esto se ne ce si tan animales que 

requieren de condicionea a•bientales especiales,aanipuleo 

cuidadoso )' experiencia t~cnica adcc11ada 1dificulta R~n mAs 

la realizaci&n de estos a6todos.Por lo tanto se ha deducido 

que es necesario eatablecer a6todoa alternos aAas 

convenientes en los casos en que sean adecuados. 
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Ml!TOOO IN VITRD 

ESTA TESIS 
SALIR DE LA 

NO DEBE 
BIBLIOTECA 

Manci ni y col, en 1965 {11) encontraron que la Ucnica de IDRS 

es aceptable para la determinaci6n cuantitativa de 

antlcenoa, incorporando anticuerpo• eapeclficoa en la• 

placas de agar. Para loa prop6sitos de este estudio fu6 

nece1aria la incorporaci6n del antlgeno en la placa, 

deterainando la cantidad exacta de anticuerpo. 

Para optiai zar la t~cnica se consideraron algunos factores 

talee coao loa aiguientea: 

1. Relaci6n entre la concentraci6n del anticuerpo 'f el 

taaa~o final del anillo de precipitacihn.Cuando se mantiene 

constante la concentraci6n del antlseno, el •rea 

circunscrita por el halo de precipitaci6n es proporcional a , 
la concentraci6n del anticuerpo, ya que a concentraciones 

mayore• de anticuerpo, mayor es el Area del anillo de 

precipitaci6n. 

2. Relaci6n entre la concentraci6n del antigeno, el ta•año 

del pozo y el taaaño final del halo de precipitacion. Entre 

•ls grande es el tamaño del pozo y menor la concentraci6n 

del antigeno 1 ea als dificil obtener halos conc~ntricoa, 

definidos y ónices por lo que debe deterainarse para cada 

sistema antlgeno-anticuerpo,la relaci&n 6ptima entre el 

taaaño del pozo y la concentraci&n. 
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3.P.cr~cduc!b!l!dad del ml:todo.Para determinar la 

reproducibilidad fu' necesario repetir los experimentos bajo 

las mismas condiciones de prueba, asJ tambi~n fu' necesario 

....... ; ....... , ............. -="trtnnes de las soluciones dentro de cll.da placa 

7 previamente a esto se observó la influencia de cambios de 

tcUlperatura (lit ll). 

No existe una variaci~n considerable de los diAmetros de loa. 

halos de precipi taciOn cuando las soluciones se colocan en 

\Bs distintas posiciones de las placas 1sieapre 7 cuando 

éstas sean preparadas cuidadosamente •obre una superficie 

horizontal.Aal tambi~n laa diferentes te•peraturaa de 

incubaci&n no alteran loa resultados •ilnificativa•ente;pero 

a 25'c, la difusi6n de la inaunoglobulina produce halos de 

precipitaci6n •ejor definidos, 

4.Senaibilidad del método.Se refiere a lo• li•ites inferior 

)' 11upe1·ior donde el halo de precipitación ea viaible.La 

sensibilidad mini•a del método es de 40.24 a 43.87,menor a 

la de la técnica de J,lpaen de 0.1 UI/•l,aiendo una 

desventaja para 

in•uno1lobulina. 

calcular pequeñas cantidades de 

Con la t~cnica optiaizada se llevaron a cabo seia de 

experimentos por duplicado y en base a l!stos, la 

reproducibilidad ínter e intraenaayo fué •uy alt•,exiatiendo 

la poaibilidad de que laa direrenciaa ae encuentren en 
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cent~siaaa de milimetro, lo cual tue i3poaible detectar con 

el aiateaa de mediciOn utilizado. 

I1ualmente, en loa experimento• de la inmunoslobul ina 

eat!ndar,exiatieron diferencias no detectablea para el 

•i•teaa de aedici6n propuesto. 

El an,lisia eatadiatico aplicado reveló un coaportaaiento 

e•ponencial entre diA•etroa de loa halo• y la• 

concentracionea de inaunoglobulina antitetAnica,con una 

correlación de O. 9 entre loa do• •<ltodoa, lo c¡ue establece 

una correlación exponencial directa entre las dos variables. 

En base a esto fu~ posible determinar la validéz de la curva 

dóa.1.a re11pu.,•"'G ,, lc& precl~lÜu del ensayo. 

At\n 1t.1d ea dificil eatablecer la tecnica coao totalaente 

suatituyente,,a que puede ser que no nos peralta conocer la 

potencia bioló1ica de la in•uno11lobulina, y al sola•ente la 

neutralizante. 
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Yl.COKCLUSIOUS 

El m6todo de Inaunodifusi6n radial simple optimizado, 

¡il 11ntr-ado en 

d~t.ermlnaclón 

e ata 

de 

investigacidn co•o 

la actividad 

al terno para 

anti tet4nica 

la 

de 

•.nmunoglobulinas, ea aceptable co•o t6cnica ln vi.tro en ba1e 

n los resultado• obtenidos. Su sensibilidad ea aenor a la de 

la Ucnica de J. Jpaen, ya que ea de 22. 36 UI/al a 43. 87 

UI/ml.Su reproducibilidad ea auperior a la obtenida en la 

tecnica 1n v1vo,con una deaviaci6n eat4ndar :r un coeficiente 

de variaci6n cercanos a cero 1 ade•A• de que ea poeible 

obtener resultados mis precisos en 24 

i•portante para dieponer del producto 

emergencia. 

hra, cueati6n 

en ca1oa de 

El coeficiente de correlaci6n obtenido entre a11boa 

m~todos ,es aceptable dentro del control de productos 

blolóclcos al aer de 0.9 (23}, y la curva dósia -respuesta 

ea v4lida ya que loa valorea aedioa no ae apartan 

alcnificativuente de una llnea recta, adeah de que la 

pendiente de la •ia•a es •ayor a cero.(23) 
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Atendiendo a ~sto, se puede establecer la ticnica de 

Inaunodifusi~n radial simple como m~todo alterno ·para 

obtener en poco tiempo la actividad antitetlnica de la• 

inauno1lobulinas, corroborando la actividad biol61ica 

periodicaaente con el m~todo in vivo, ya que no e• 

conv~niente conaid~rar que esta t~cnica deba sustituir a la 

tradicional in vivo. 

- R3 -



) 
n 

fll.LITllATUIA CITADA 

l, Fraga S., Sel Jo L., Campillo H. BhaCl rath S.: 

PrL•Vemaou Ut:.&. rechazo de transplantes. lnvesticacibn_.J 

Clenci_!!, vol.2: 25-32 (1987). 

2. Figueredo H.A, Alvarez R. y Punch C.: Antlgenos, 

anticuerpos f au• ,nteracciones. Medicine, vol.t: 35-56 

( 1989). 

3. Roitt l., Brotoff J,and Hale D.: Inmunology. Londrea 

Grower Nedical. Enero !985. 

4. Leder Phillp: Base• gen~ticas de la diversidad de 

anticuerpo•. ~atlgac16n Y Ciencia, Jnaunolol(la, vol.32: 

40-45 (1982). 

5. Gordon 8.L, Ford D.K. : Lo esencial de la inmunologia. El 

manual •oderno S.A., M6xico D.F., 1973. 

6.Tizard J.: Tnmunolog!a Veterinaria, segunda edición, 

lnteramericana1 H~xico D.F., 1984. 

7. Becerra T. H.A.: Oetcr11inaci6n de proteln11~ plaamAt.icas 

especlflcu 

Nefelo•etrla. 

por Turbldlmetrla y su 

Tell.is de Licenc iaturs. 

correlac i 6n con 

ENF.P Iztac:ala. 

IJniversid"d N~' iQna1 Autónoma rle H"'xico. H~x1cu, D.F., t!f89 

~·I -



8. Fahey L. and HcKelvey H.: Quantitative Determination of 

serum immunoglobulins in Antibody agar plates. The Journal 

of Immunologz, vol.94: 84-90 (1964). 

9. Rei•er C.B. and Haddison S.E: Standardization of Human 

Immunoglobulin Quantitation: A Review of Current Status and 

Problems. Clinical Chemistry, vol.22: 577-582 (1976). 

10. Hancini G, Carbonara A. and Heremans J.:Immunochemical 
... -"::'--·-,·,. 

Quantitation of Antigens by single radial immunodiffusion.t .. ·_,.-,-·-~ 

Jmmunochemrstry, vol.2: 235-254 (1965). 

11. Hugh. H,:Hanual de Inmunologla Cllnica. Ed.Hanual 

moderno S.A., M~xico O.F. 1 1986. 

12. Normas de Inmunoglobulina humana normal. Instituto 

Mexicano del Seguró Social. Subdirección general de 

Abastecimiento. Jefatura de control de calidad, 1965. 

13. Code of Federal Resulationa, F.D.A.(1980) U.S. Goveraent 

Printing Office 1 Washington, D.C. Title 21, Chapter ! 1 Parte 

2,246 PP• 

14. Noraas de inaunoglobulina huaana hiper inmune 

antitetl.nica. Instituto Mexicano del Seguro 'social. 

Subdirecci&n general de abastecimiento. Jefatura de control 

de calidad, 1965, 

- 85 -



15. lpsen.J.: Systematische und zufallige Fheblerquellen 

bei Kessung kleiner Antitoxinmengen. Zf. Immun.-Forsch. 

102:347, 368 (1942). 

16. Piatkin K. yu Krivoshein: Hicrobiologla. 2a. Ed. 1 

Editorial HIR, Hosca 1981. 

17. The United States Pharmacopeia 1 1985, 21 st. Ed.Mack 

Publishing co. Elaston Pennsylvania.940pp. 

18, Farmacopea de los Esi.adoe Unidos Mexicanos. 1988, Sa. 

ed. 1 Secretarla de Salud, Mexico D.F.1576pp. 

19. Manual de Laboratorio ( 1978) 1 II Curso Internacional 

sobre Producción y Control de Biol&gicos, S.S.A., M~xico 

D.F.385 pp. 

20, Lorenz R.J, and Bogel K.: Hethods of calculation, 

Appendix 1. 

21.-Chirino Vargas Rosario. :Curvas co•parativas de 

creci•iento y parl•etros reproductivos en ratas cepa Wistar. 

ali•entadas con una dieta balanceada de fabricaci6n nacional 

y una dieta de fabricaci&n extranjera.T~sis de 

Licenciatura.Fac.Hedicina Veterinaria.Universidad Nacional 

Aut6noaa de H~xico.H~xico,D.F.,1985. 

- 86 -



22.-Fortmeyer Hans P.:The influence of exogenoua factor• 

such as maintcnance and nutrit1on on the course and resulta 

of animal 

research,edited 

York.1982.32pp. 

experiments.Animals 

by.I.Bartsek et 

in ;,.ux1colugical 

al. Raven preas.Nev 

23 .-R. Glansz Pi gel '1 A, Rosenk Ranz • Control Biol6gico de 

Hedicaaentos.Faraacotecnia Te6rica y PrActica. 

- 87 -


	Portada
	Tabla de Contenido
	I. Resumen
	II. Introducción
	III. Material y Métodos
	IV. Resultados
	V. Discusión
	VI. Conclusiones
	VII. Literatura Citada



